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1. Allgemeine Einleitung 
1.1. Definition und Geschichte  
Die akuten Leukämien stellen eine Gruppe von malignen Erkrankungen dar, die durch eine 
klonale Vermehrung von unreifen Leukozyten, sogenannten Blasten, im Knochenmark 
charakterisiert werden. Sie werden je nach Verlaufsform in akute oder chronische Leukämien 
eingeteilt. Zur Diagnosestellung einer akuten Leukämie muss der Blastenanteil im Knochenmark 
oder im peripheren Blut >20% sein. Die akute Leukämie wird in die akute lymphoblastische 
(ALL) und die akute myeloische Leukämie (AML) unterteilt. 
Die Akkumulation und Proliferation funktionsuntüchtiger Zellen kann durch die Verdrängung 
des normalen Knochenmarks zu einer Knochenmarkinsuffizienz führen. Die Störung der 
normalen Hämatopoese kann eine Anämie, Thrombozytopenie und Neutropenie zur Folge haben. 
Dies äussert sich klinisch oft mit Blässe, Hämatomen und petechialen Blutungen. Durch eine 
Ausschwemmung der Zellen ins periphere Blut kann eine Infiltration von Leber und Milz eine 
Hepato- und Splenomegalie hervorrufen, die der Lymphknoten eine Lymphadenopathie, seltener 
werden auch andere Organe infiltriert, wie z.B. Meningen (Meningeosis leucaemica), Gehirn, 
Haut oder Gonaden 1. 
Der früheste Bericht über Leukämie geht auf Alfred Velpeau (1795-1867) im Jahr 1827 zurück, 
jedoch erst Rudolf L.K. Virchow (1821-1902), John H. Bennett (1812-1875) und David Craigie 
(1793-1866) beschrieben diese unabhängig voneinander als eigenständige Entität 2-7. 1847 prägte 
Virchow den Begriff "Leukämie" oder "weisses Blut" 8. 
Der erste vollständig dokumentierte Fall von akuter Leukämie geht auf Nikolaus Friedreich 
(1825-1882) zurück 9, aber es war Wilhelm Ebstein (1836-1912), der 1889 die Bezeichnung 
„akute Leukämie“ einführte, woraufhin sich die Unterscheidung in akute und chronische 
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Leukämien etablierte 10, 11. 1878 stellte Ernst Chr. Neumann (1834-1918) die Vermutung auf, 
dass das Knochenmark der Produktionsort der Blutzellen sei. Aufgrund dessen schloss er daraus, 
dass die Leukämie eine Erkrankung des Knochenmarks sei und gab ihr deshalb den Namen 
„myelogene Leukämie“ 12. Die Verfügbarkeit von polychromatischen Färbemethoden, die ein 
Ergebnis der Arbeit von Paul Ehrlich (1854-1914) waren 13, die Beschreibung des Myeloblasten 
und des Myelozyten durch O. Naegeli (1871-1938) und die Zuschreibung des gemeinsamen 
Ursprungs von roten Blutzellen und Leukozyten aus einer Stammzelle durch H. Hirschfeld legten 
den Grundstein für unser heutiges Verständnis der akuten Leukämien 14, 15. 
 
1.2. Epidemiologie der akuten Leukämien 
Weltweit hat die akute Leukämie ein Vorkommen von 4/100.000 pro Jahr und ist mit einem 
Anteil von ca. 30% die häufigste Krebserkrankung im Kindesalter 16. Das Auftreten der 
verschiedenen Leukämietypen ist abhängig von Alter, Geschlecht, ethnischer Zugehörigkeit und 
geographischer Lage. Es bestehen signifikante geografische Unterschiede für das Auftreten der 
Leukämien, welche durch Umweltfaktoren, infektiöse Agenzien oder andere unbekannte 
Faktoren verursacht sein können. Die Zahlen der Leukämiefälle sind in der männlichen 
spanischen Bevölkerung in Costa Rica und Los Angeles, vor allem durch vermehrtes 
Vorkommen der ALL am höchsten, während niedrige Zahlen bei Afroamerikanern, Kuwaitis, der 
orientalischen und der indischen Bevölkerung vermerkt werden 16, 17. 70% aller Leukämiefälle 
gehören der AML an, welche grösstenteils mit steigendem Erkrankungsrisiko im 
Erwachsenenalter auftritt 16. Das durchschnittliche Erkrankungsalter von Patienten mit AML liegt 
zwischen 62-65 Jahren 18. Die AML überwiegt im Erwachsenenalter leicht bei Männern und hat 
ein erhöhtes Vorkommen bei Juden, v.a. osteuropäischer Abstammung 19. Die ALL ist vorrangig 
bei Kindern zu finden, 75% der Fälle in einem Alter < 6 Jahren mit einem Altersgipfel bei 3 bis 4 
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Jahren20. Interessanterweise ist dieser Altersgipfel nicht in der schwarzen Bevölkerung 
festzustellen, allerdings scheinen im Vergleich an ALL erkrankte schwarze Kinder eine kürzere 
Überlebenszeit zu besitzen 21. 80-85% der in der Kindheit auftretenden ALL-Fälle gehören 
phänotypisch der Vorläufer-B-ALL an, während die Vorläufer-T-ALL Fälle ca. 15% ausmachen 
19,22. Das Erkrankungsrisiko erhöht sich nochmals ab einem Alter von 40-50 Jahren mit einem 
weiteren Gipfel bei ca. 85 Jahren. Insgesamt kommt die ALL häufiger bei Weissen vor und hat 
eine leichte männliche Prädominanz (57%) 20, 21.  
 
1.3. Ätiologie 
Als mögliche ätiologische Faktoren für die Entstehung von Leukämien werden u.a. Viren, 
ionisierende Strahlung, zytotoxische Therapie, Pestizide, Benzol und verschiedene 
Umweltfaktoren diskutiert 23,24. Einige Fälle von Leukämien bei Tieren wurden mit Viren 
assoziiert, weshalb bei Menschen ähnliche Zusammenhänge vermutet werden. Die Identifikation 
des Epstein-Barr-Virus (EBV) als Haupt-Verursacher bestimmter Typen wie z.B. das Burkitt- 
oder das Hodgkin-Lymphom (besonders im Kindesalter), und die Assoziation der Erwachsenen 
T-Zell Leukämie mit dem human T-cell leukemia virus type I (HTLV1) haben Anlass zur 
Vermutung gegeben, dass die ALL bei Kindern eine durch Viren mitverursachte Krankheit sein 
könnte 25, 26. Sero-epidemiologische Studien haben ergeben, dass der Adenovirus und das EBV 
eine Rolle zu spielen scheinen 27, 28. 
Die zytotoxische Therapie, besonders Alkylantien wie Melphalan, Chlorambucil und 
Cyclophosphamid, erhöhen das Risiko einer AML 29. Die Mehrheit der Patienten mit therapie-
assoziierter AML als Folge einer Alkylantientherapie besitzt eine klonale zytogenetische 
Aberration der Chromosomen 5 und/oder 7 30,31. Das grösste Risiko für die anschliessende 
Entwicklung einer AML liegt in der Kombinationstherapie von Alkylantien und Bestrahlung, wie 
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sie beispielsweise häufig beim Hodgkin Lymphom angewendet wird 32. Bei älteren Patienten ist 
das Risiko höher und die Latenzzeit zur Entwicklung einer Leukämie kürzer 32. Im Allgemeinen 
haben sekundär entstandene therapie-assoziierte Leukämien eine schlechtere Prognose als de 
novo Leukämien.  
Tabelle 1 fasst die therapeutischen Agenzien zusammen, welche für die therapie-assoziierte 
AML und das Myelodysplastische Syndrom (MDS), und die damit zusammenhängenden 
chromosomalen Aberrationen verantwortlich sind. 
 
Tab.1: Sekundäre AML/MDS als Folgen von Chemotherapie 
 
Medikamenten- 
klasse 
Karyotyp Alter Latenzzeit Chemotherapie 
     
Alkylantien -5/del(5q) 
-7/del 
ältere Patienten 5-7 Jahre Melphalan 
Chlorambucil 
Cyclophosphamid
Procarbazin 
Methyl-CCNU 
Topoisomerase II- 
Inhibitoren 
t(11q23) 
t(21q21) 
t(3q26) 
12p 10-13 
1p36 
20q11 
jüngere Patienten 1-5 Jahre Etoposid 
Tenoposid 
Actinomycin D 
Doxorubicin 
Mitoxantron 
andere t(15;17) 
inv (16) 
jüngere Patienten 2-3 Jahre Bimolane 
Tabelle überarbeitet nach 33 
 
Ionisierende Strahlung, darunter auch diagnostische Röntgenaufnahmen, erhöhen, besonders 
wenn die Exposition in utero oder im frühen Kindesalter erfolgt, das Risiko einer akuten 
Leukämie, wobei das Erkrankungsrisiko positiv mit der Anzahl der Expositionen korreliert 34. 
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Der primäre karzinogene Effekt von ionisierender Strahlung liegt im Aufbrechen der 
doppelsträngigen DNA. Nach Einsatz der Atombombe in Hiroshima und Nagasaki im Jahre 1945 
wurden mit einer Latenz von 5 bis 21 Jahren bei den Überlebenden steigende Zahlen von AML, 
ALL und CML (Chronisch Myeloische Leukämie) beobachtet, die mit der erhöht aufgetretenen 
γ-Strahlung in Verbindung gebracht wurden 34,35. Breit angelegte Studien in der Ukraine belegen 
einen Zusammenhang zwischen der nuklearen Katastrophe in Chernobyl und vermehrt 
auftretenden Fällen verschiedener Leukämieformen 36-38. Wiemels et al. dokumentieren anhand 
einer Studie am Fusionsprotein TEL-AML1 der Translokation t(12;21), dass diese chromosomale 
Aberration (gemeinsam mit der Hyperploidität die häufigste Ursache für die Entstehung der c-
ALL im Alter von 2-5 Jahren 39,40), die bereits in utero entsteht, für den Ausbruch der ALL 
unzureichend ist. Er stellte fest, dass postnatal weitere Faktoren benötigt werden, die der klonalen 
Expansion und malignen Entartung des bereits in der Fetalzeit entstandenen präleukämischen 
Klons als Promotoren dienen. Der Entstehung der ALL im Kindesalter muss also eine 
Kombination von pränatalen und postnatalen Ereignissen zugrunde liegen 41-43. 
An Trisomie 21 erkrankte Kinder besitzen ein ca. 10-15fach erhöhtes Risiko eine AML oder eine 
ALL, besonders eine B-Vorläufer-ALL, zu entwickeln 43. Das Risiko im Alter von 5 Jahren 
beträgt 2.1% und mit 30 Jahren 2.7%. Ca. 75% aller Leukämiefälle bei Kindern mit Down-
Syndrom gehören der ALL an 44-46. 
Das Bloom Syndrom ist eine seltene autosomal rezessive Krankheit, die ähnlich wie die Ataxia 
teleangiectatica und Xeroderma pigmentosum mit erhöhter Chromosomenfragilität und einem 
Defekt der DNA-Reparatur einhergeht und eine Prädisposition für verschiedene Krebsarten mit 
sich bringt 47-50. Die infantile Monosomie 7 ist ein Syndrom, das häufig mit Myelodysplasien 
assoziiert ist oder die juvenile CML zur Folge hat, die in eine aplastische Anämie oder eine AML 
übergehen kann 51-53.  
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Sowohl das Klinefelter-Syndrom (XXY), als auch das Turner-Syndrom (XO) können in einigen 
Fällen mit der akuten Leukämie assoziiert sein 54, 55. Der Neurofibromatose liegt die Aberration 
des NF1-Gens zugrunde, das als Tumorsuppressorgen fungiert 56. Patienten der 
Neurofibromatose haben eine höhere Prädisposition für bestimmte Krebsarten, darunter auch die 
AML (hauptsächlich in der zweiten Lebensdekade) 57. Die Entstehung einer AML kann durch 
Syndrome gefördert werden, die mit einer Knochenmarkhypoplasie, oder -insuffizienz (diese 
kann auch durch Bestrahlung verursacht sein) verbunden sind, da die Reduktion von 
hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark für eine spätere leukämische Transformation 
prädisponiert 20. Dies kann bei der aplastischen Anämie, der kongenitalen Aplasie (Fanconi) 
(9%iges Risiko einer AML) und der paroxysmalen nächtlichen Hämoglobinurie in der 
aplastischen Phase der Fall sein 20,33,58. Die Zellen von Patienten der Fanconi Anämie (FA) lassen 
spontane Chromosomenbrüche erkennen. Die Zytogenetik zeigt oft Aberrationen, darunter die 
Monosomie 7 oder Rearrangements des Chromosoms 1 20. 
Die Patienten der Dyskeratosis congenita (Zinsser-Cole-Engman Syndrom), die hauptsächlich X-
chromosomal vererbt wird, entwickeln in 50% der Fälle im durchschnittlichen Alter von 10 
Jahren eine Knochenmarkaplasie 20. Das autosomal rezessiv vererbte Schwachman-Diamond 
Syndrom geht mit Pankreasinsuffizienz, Skelettanomalien und Entwicklung einer Leukämie im 
Durchschnittsalter von 8 Jahren einher 59. Die amegakariozytische Thrombozytopenie, 
möglicherweise X-chromosomal vererbt, und das Blackfan-Diamond Syndrom, eine angeborene 
reine Aplasie der roten Blutzellen, haben ebenfalls selten eine AML zur Folge. Das Nijmegen 
breakage Syndrom ist eine autosomal rezessiv vererbte Krankheit, die mit chromosomaler 
Instabilität, Mikrozephalie, Wachstumsretardierung, Immunabwehrschwäche und einem erhöhten 
Risiko für Krebserkrankungen, darunter auch für Leukämien, vergesellschaftet ist 60, 61. In 
Studien über Patienten mit der Kostmann Agranulozytose (Severe Congenital Neutropenia; SCN) 
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oder anderen kongenitalen Neutropenien, denen Mutationen des für den granulocyte colony-
stimulating factor receptor (G-CSF-R) kodierenden Gens zugrunde liegt, zeigte sich eine 
Prädisposition für Leukämien62. Die familiäre aplastische Anämie kann der AML vorausgehen20. 
Zu den erworbenen Krankheiten mit erhöhtem Leukämierisiko gehören chronische 
myeloproliferative Krankheiten, die aplastische Anämie, die paroxysmale nächtliche 
Hämoglobinurie und das Myelodysplastische Syndrom (MDS) 58. 
Tabelle 2 einen Überblick über einige der an der Pathogenese der akuten Leukämien beteiligten 
genetischen Aberrationen. 
 
Tab. 2: An der Pathogenese der akuten Leukämien beteiligte genetische Defekte 
 
Kongenitale Defekte Syndrome mit Knochenmarkinsuffizienz 
Down Syndrom Fanconi Anämie 
Bloom Syndrom Dyskeratosis congenita  
(Zinsser-Cole-Engman Syndrom)  
 
Monosomie 7 Syndrom Schwachman-Diamond Syndrom 
Klinefelter Syndrom Amegakaryozytische Thrombozytopenie 
Turner Syndrom Blackfan-Diamond Syndrom 
Neurofibromatose Kostmann Agranulozytose  
(Severe Congenital Neutropenia; SCN) 
 
Nijmegen breakage Syndrom  Familiäre aplastische Anämie 
 paroxysmale nächtliche Hämoglobinurie 
 
Der Zigarettenkonsum wurde ebenfalls mit dem Auftreten der Leukämien assoziiert. Der 
Zusammenhang könnte in der Benzolexposition liegen oder anderen Kanzerogenen, die im 
Tabakrauch enthalten sind, wie z.B. Urethan, Nitrosamine und radioaktive Verbindungen, aber 
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auch in der Erhöhung des Austauschs zwischen Schwesterchromatiden in Lymphozyten von 
Rauchern, die zu Chromosomenveränderungen führen und eine Leukämie zur Folge haben 
können 20, 63, 64. 
 
1.3.1. Familiäre Leukämie 
Selten wird von zwei oder mehr Leukämiefällen in einer Familie berichtet, was vermuten lässt, 
dass die erbliche Komponente eine geringe Rolle spielt. Es wurde jedoch festgestellt, dass 
zweieiige Zwillinge und Geschwister von erkrankten Kindern in der ersten Lebensdekade ein 
zwei- bis vierfach erhöhtes Erkrankungsrisiko gegenüber nicht verwandten Kindern haben 65. 
Falls ein eineiiger Zwilling an ALL erkrankt, besitzt der andere Zwilling ein 20%iges Risiko, 
ebenfalls zu erkranken. Wenn die Krankheit innerhalb des ersten Lebensjahres auftritt, entwickelt 
der andere Zwilling typischerweise innerhalb der folgenden Monate ebenfalls eine Leukämie. Bei 
der akuten Leukämie im Kindesalter ist mehrheitlich (ca.75%) eine reziproke Translokation des 
Chromosoms 11q23 und einem oder mehreren Partnerchromosomen zu finden 65. Ford et al. 
zeigten, dass dieses Gen (namens MLL oder ALL-1) bei Zwillingspaaren ein einheitliches 
Genrearrangement in ihren leukämischen Zellen besitzt. Dies belegt, dass die ALL in vielen 
Fällen bereits in utero durch chromosomale Translokationen ausgelöst wird und unterstützt die 
Theorie, dass eine intrauterine „Metastasierung“ durch den gemeinsamen Plazentarkreislauf für 
dieses Phänomen verantwortlich ist 1, 65.  
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1.4. Akute lymphoblastische Leukämie 
1.4.1. Definition und Einteilung 
Die akute lymphoblastische Leukämie (ALL) basiert auf der Proliferation eines neoplastischen 
Klons unreifer B- oder T-Lymphozytenvorläufer. Die Leukämien werden seit 2001 international 
nach der gültigen WHO-Klassifikation eingeteilt, die eine Modifikation und Erweiterung der auf 
morphologischen, immunhistochemischen und zytochemischen Kriterien basierenden French-
American-British-group-Klassifikation (FAB-Klassifikation, entstanden im Jahre 1976) darstellt. 
Durch immunologische Marker konnte man belegen, dass 75% der ALL-Fälle der B-Zell- und 
25% der T-Zell-Reihe zuzuordnen sind. Die Zugehörigkeit zur jeweiligen Zellreihe wird anhand 
der Immunphänotypisierung bestimmt 66. Die WHO teilt die ALL in Vorläufer-(Precursor)-B-
lymphoblastische Leukämie und Vorläufer-(Precursor)-T-lymphoblastische Leukämie ein. In die 
WHO-Klassifikation werden die spezifischen zytogenetischen Aberrationen miteinbezogen. Die 
molekularen Eigenschaften der ALL, anhand derer sich Aussagen über die Prognose treffen 
lassen, werden durch wiederkehrende chromosomale Translokationen und Instabilität 
charakterisiert.  
Die zytogenetischen Aberrationen der Vorläufer-B-ALL werden in mehrere Gruppen eingeteilt: 
hypodiploid, hyperdiploid <50, hyperdiploid >50, Translokationen und pseudodiploid 66.  
Der T-Zell-ALL liegen nur in 30% der Fälle Chromosomentranslokationen zugrunde, die eine 
Überexpression von Transkriptionsfaktoren zur Folge haben67. Von diesen wird angenommen, 
dass sie zur Deregulation der frühen Thymozyten-Entwicklung und somit zur Leukämie führen68. 
Wie auch bei der B-Zell-ALL hängen die klinischen Folgen der T-Zell-ALL von der Art der 
Translokation ab. 
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1.4.2. Vorläufer B-Lymphoblasten Leukämie 
1.4.2.1. Klinik 
Bei den meisten Patienten tritt das klinische Erscheinungsbild durch die Anzeichen und 
Konsequenzen der Knochenmarkinsuffizienz hervor. Im peripheren Blut lässt sich oft eine 
normozytäre normochrome Anämie, eine Thrombozytopenie und eine Neutropenie feststellen. 
Die Leukozytenzahl kann herabgesetzt, normal oder merklich erhöht sein. Häufig kommt es zu 
Lymphadenopathien, Hepato- und Splenomegalie. Schmerzen in Knochen und Gelenken können 
bedeutende Symptome sein 66. 
Bei der Vorläufer-B-ALL sind immer peripheres Blut und Knochenmark gleichzeitig betroffen. 
Oft kommt es auch zur Beteiligung extramedullärer Gewebe (ZNS, Lymphknoten, Milz, Leber 
und Gonaden)66. Wenn die Erkrankung im Kindesalter auftritt, liegt die vollständige 
Remissionsrate bei 95%, bei Erwachsenen zwischen 60-85%. Die Heilungsrate der an B-ALL 
erkrankten Kinder beträgt ca. 80%, wobei das zytogenetische Profil, Alter, Leukozytenzahl, 
Geschlecht und das Ansprechen auf die initiale Therapie Einfluss haben auf Krankheitsverlauf 
und Prognose 66, 69-72. 
1.4.2.2. Histologie 
Die Vorläufer-B-Lymphoblasten Leukämie stellt eine maligne Entartung der B-Zell-Linie dar, 
deren Blasten sich in Knochenmarkausstrichen mit variabler Größe von kleinen Blasten mit 
wenig Zytoplasma, kondensiertem Chromatin und unauffälligen Nukleoli bis hin zu größeren 
Zellen mit wenig, partiell vakuolisiertem Zytoplasma, fein verteiltem Chromatin und multiplen 
prominenten Nukleoli darstellen. Eine grobkörnige azurophile Granulierung ist in 10% der Fälle 
in einigen Lymphoblasten zu finden, was vermutlich mit der genetischen Aberration 
t(9;22)(q34;q11.2) zusammenhängt 66. In einigen Fällen zeigen die Lymphoblasten 
10 
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zytoplasmatische Pseudopodien. In Knochenmarkbiopsien erscheinen die Lymphoblasten relativ 
gleichmäßig mit runden bis ovalen, manchmal eingekerbten oder gelappten Kernen. Die Nukleoli 
sind unterschiedlich prominent und meist unauffällig. Das Chromatin ist fein verteilt und die Zahl 
der mitotischen Figuren ist in Knochenmarkbiopsien der B-ALL geringer als bei der T-ALL 73. 
Die Abbildungen 1 A und B zeigen in unterschiedlichen Vergrösserungen 
Knochenmarkbiopsien mit einer prä-B-ALL in H&E-Färbung.  
      
 A B 
 Abb.1: prä-B-ALL: Knochenmarkbiopsie (H&E):  
  A: (Vergr.10x); B: (Vergr.20x)       
  
 
1.4.2.3. Immunophänotyp 
Die Vorläufer-B-Lymphoblasten sind immunhistochemisch positiv für TdT (terminale deoxy-
nukleotidyl Transferase), HLA-DR, CD19, CD79a und häufig auch für CD10 und CD24 66, 74. 
Einigen bestimmten Immunophänotyp-Mustern liegt ein besonderer Karyotyp zugrunde, so dass 
die Immunophänotypisierung, besonders in gemeinsamer Betrachtung mit der Zytogenetik,  eine 
gewisse prognostische Relevanz hat 75. Die B-ALL Fälle, deren Blasten das Philadelphia 
Chromosom tragen, koexprimieren häufig CD34 und CD10, während die Fälle mit der 
Translokation t(4;11) für CD19 und CD34 positiv sind, jedoch für CD10 und für CD24 negativ 
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76-78. Die Expression von CD22 und CD20 kann variieren. Zytoplasmatisches CD22 gilt als 
linienspezifischer Marker. Die myeloiden Marker CD13 und CD45 können exprimiert werden, 
der Nachweis dieser Marker schliesst jedoch die Diagnose einer B-ALL nicht aus. Im frühesten 
Stadium, (early precursor B-ALL), exprimieren die Blasten CD19, zytoplasmatisches CD79a, 
zytoplasmatisches CD22 und nukleäres TdT. Im Intermediärstadium,  (common-ALL), sind die 
Blasten positiv für CD10, während sie im reifen Stadium (prä-B-ALL) zytoplasmatische µ-Ketten 
produzieren 66. In Tabelle 3 ist der Immunophänotyp der verschiedenen B-ALL Typen 
zusammengefasst. 
Tabelle 3: Immunophänotyp der B-ALL 
B-ALL HLA-
DR 
TDT CD34 CD19 CD24 CD10 CD20 CD22 CD79 cIg sIg 
 
early 
precursor
B-ALL 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
- 
 
- 
 
+ 
 
+ 
 
- 
 
- 
common-
B-ALL 
 
+ 
 
+ 
 
+/- 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
-/+ 
 
+ 
 
+ 
 
- 
 
- 
prä-      
B-ALL 
 
+ 
 
- 
 
- 
 
+ 
 
+ 
 
+/- 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
+/- 
 
+ 
 
 
1.4.2.4. Genetik 
In der B-Zell-ALL entstehen durch Translokationen oft Fusionsgene, aus denen die Translation 
eines Fusionsonkoproteins resultiert 68. Patienten mit den Translokationen t(12;21)/TEL-AML1 
und t(1;19)/E2A-PBX1 haben besonders nach einer hoch dosierten Chemotherapie eine recht 
gute Prognose 77, 79. Auch Patienten mit hyperdiploidem Chromosomensatz (>50 Chromosome) 
wird eine gute Prognose zugeschrieben 79. Eine schlechtere Prognose besitzen die Fälle mit den 
Translokationen t(9;22)/BCR-ABL und t(4;11)/MLL-AF4, allerdings hat sich gezeigt, dass jene 
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Patienten mit BCR-ABL Translokation von einer Stammzell-Transplantation von einem HLA-
identischen Spender (z.B. Geschwister) profitieren 76,78,80,81. In Tabelle 4 sind die häufigsten 
genetischen Aberrationen auflistet. 
 
Tab. 4: Auswirkungen von genetischen Aberrationen auf die Prognose der Vorläufer-B-ALL 
bei Kindern 
Zytogenetik Genetische 
Alteration 
Häufigkeit Prognose 
 
t(9;22)(q34;q11.2) BCR/ABL 3-4% ungünstig 
t(4;11)(q21;q23) AF4/MLL 2-3% ungünstig 
t(1;19)(q23;p13.3) PBX/E2A 6% (25% der prä-B-
ALL) 
günstig 
t(12;21)(p13;q22) TEL/AML1 16-29% 39 günstig 
Hyperdiploid >50  20-25% günstig 
Hypodiploid  5% ungünstig 
 Tabelle überarbeitet nach 66 
 
 
1.4.3. Vorläufer T-Lymphoblasten Leukämie 
1.4.3.1. Klinik 
Klinisch manifestiert sich die Vorläufer-T-ALL mit einer starken Leukozytose und häufig mit 
mediastinalen Raumforderungen oder anderen Gewebsinfiltrationen, besonders des ZNS 22.  
Die Prognose für an T-ALL erkrankte Kinder hat sich in den letzten Jahren wegen neueren 
Therapieansätzen verbessert , das 5-Jahresüberleben beträgt 60-75% 82, 83. 
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1.4.3.2. Histologie 
Die Vorläufer-T-ALL stellt eine maligne Entartung der T-Zell-Reihe dar, deren Zellen in ihrer 
Morphologie den Vorläufer-B-Lymphoblasten ähneln. Sie sind mittelgroß und haben eine hohe 
Kern-Plasma-Relation 66. Die Blasten können in ihrer Grösse von sehr kleinen Lymphoblasten 
mit stark kondensiertem Chromatin und nicht erkennbaren Nukleoli bis hin zu größeren Blasten 
mit fein verteiltem Chromatin und recht prominenten Nukleoli stark variieren 66. Es kann eine 
Vakuolisierung des Zytoplasmas vorliegen. In Knochenmarkbiopsien besitzen die 
Lymphoblasten eine hohe Kern-Plasma-Relation, feinverteiltes Chromatin und unauffällige 
Nukleoli. Die Zahl der Mitosen ist bei der T-ALL im Allgemeinen höher als bei der B-ALL 73.  
Die Abbildung 2 zeigt das typische morphologisch einheitliche Bild einer Knochenmarkbiopsie 
einer T-ALL. 
 
Abb. 2: 
T-ALL: Knochenmarkbiopsie (H&E), (Vergr.40x)  
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1.4.3.3. Immunophänotyp 
Die Blasten der Vorläufer-T-ALL sind TdT-positiv und exprimieren in unterschiedlichem 
Ausmaß CD1a, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7 und CD8 66. Von diesen sind zytoplasmatisches 
CD3 und CD7 am häufigsten positiv, allerdings wird nur CD3 als linienspezifisch angesehen. 
CD4 und CD8 werden häufig koexprimiert, CD10 und CD79a und die myeloischen Antigene 
CD13 und CD33 können ebenfalls positiv sein, in seltenen Fällen auch CD117 (c-kit) und 
CD2066, 84. Der Nachweis der myeloiden Marker schliesst allerdings die Diagnose einer T-ALL 
nicht aus. Die T-Lymphoblasten können ein klonales Rearrangement der T-Zell-Rezeptor-Gene 
zeigen 85, 86. Die T-ALL kann ebenfalls anhand der Anzahl und der Reihenfolge exprimierter 
Antigene in Reifestadien eingeteilt werden: zytoplasmatisches CD3, CD2 und CD7 werden früh 
exprimiert, gefolgt von CD5, CD1a und schließlich membranäres CD3 66. Einige Studien zeigen 
einen Zusammenhang zwischen dem Reifegrad der T-Lymphoblasten und der Überlebensrate, 
allerdings wurde kein definitives genetisches Korrelat gefunden: Czuczman et al zeigten, dass 
sich die Überlebensrate von Patienten steigerte, deren T-Lymphoblasten mehrere der T-Linie 
zugeordnete Marker exprimierten 75.  
 
1.4.3.4. Genetik 
In ca. einem Drittel der T-ALL Fälle wurden Translokationen festgestellt, bei denen ein 
Austausch zwischen den alpha und delta T-Zell-Rezeptor-Loci (14q11.2), dem beta-Locus (7q35) 
und dem gamma-Locus (7p14-15) und verschiedenen Partnergenen stattfindet 87. Unter den 
entstandenen Genen befinden sich die Transkriptionsfaktoren MYC (8q24.1), TAL1 (1p32). 
RBTN1 (11p15), RBTN2 (11p13), HOX11 und die zytoplasmatische Tyrosinkinase LCK 
(1p34.3-35) 66. In den meisten Fällen führen die Translokationen durch eine Positionierung in die 
15 
S. Schönberg: Herstellung und Validierung von Tissue Microarrays von Knochenmarkbiopsien 
 
 
Nähe der Regulatorregion einer der T-Zell-Rezeptor-Loci zu einer Dysregulation der 
Transkription des Partnergens. Häufig kann die T-ALL auch durch fehlerhafte Aktivierung 
bestimmter Onkogene für Transkriptionsfaktoren entstehen, ohne dass eine chromosomale 
Aberration zugrunde liegt 67. Interessanterweise können in den Fällen, denen keine Translokation 
zugrunde liegt, die Onkogene HOX11, TAL1 und LYL1, deren Expression normalerweise durch 
Translokationen verursacht wird, auch auf anderen Wegen überexprimiert werden 67. Die 
Überexpression dieser Onkogene hat direkten oder indirekten Einfluss auf die normale 
Regulation der Thymozytenproliferation, auf deren Differenzierung und ihre Lebensdauer 
während der Entwicklung zur reifen T-Zelle 88. In ca. 25% der T-ALL Fälle wird der TAL1-
Locus nicht durch eine Translokation, sondern durch eine mikroskopisch kleine Deletion in 
seiner 5` Regulatoregion dysreguliert 66. Die Deletion del(9p), aus der der Verlust des 
Tumorsuppressorgens CDKN2A (ein Inhibitor der Cyclin-abhängigen Kinase CDK4) resultiert, 
wird bei der T-ALL häufiger als bei anderen immunologischen Krankheiten festgestellt. 
 
1.5. Akute myeloische Leukämie 
1.5.1. Definition und Einteilung 
Die akute myeloische Leukämie (AML) entsteht ebenso durch klonale Proliferation eines 
Stammzell-Klons. Um eine morphologische Einteilung vornehmen zu können, teilt man die 
Vorläuferzellen in vier Haupttypen ein: Granulozytisch (dieser Typ umfasst Neutrophile, 
Eosinophile und Basophile), Monozytisch, Erytroid und Megakaryozytisch. Der Stammzellklon 
entsteht aus einer pluripotenten Stammzelle (die sowohl in die myeloische als auch in die 
lymphatische Richtung differenzieren kann), aus einer multipotenten Stammzelle 
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(Differenzierung in mehr als eine Richtung fähig) oder aus einer bereits differenzierten 
Vorläuferzelle (z.B. Differenzierung nur in die granulozytäre oder monozytäre Richtung).  
Die WHO überarbeitete und erweiterte die FAB-Klassifikation, welche die AML in 8 Gruppen 
(M0 – M7) einteilte (siehe Tabelle 5). Es wurde versucht, die neulich erworbenen Erkenntnisse 
über Morphologie, Zytogenetik, Molekulargenetik und immunologische Marker mit 
einzubeziehen, um eine strukturierte Klassifikation zu erhalten, die universal anwendbar ist und 
auch prognostische Relevanz hat. Die Klassifikation umfasst vier Hauptgruppen: 
1) AML mit wiederkehrenden genetischen Anomalien 
2) AML mit multilineären Dysplasien 
3) AML und myelodysplastische Syndrome, therapieassoziiert 
4) AML, nicht weiter kategorisiert 
Die Einteilung der 4. Kategorie (nicht weiter kategorisierte AML) basiert auf morphologischen 
Kriterien und ist an die FAB-Klassifikation angelehnt 66. 
Eine bedeutende Modifikation ist die Festlegung, dass für die Diagnose einer akuten myeloischen 
Leukämie ein Prozentsatz von ≥ 20 Myeloblasten in Knochenmark oder Blut nötig sind, während 
nach der FAB-Klassifikation erst ab einem Blastenanteil von ≥30% die Diagnosestellung 
erfolgte. 
Wichtig an der Erweiterung der Einteilung ist ebenfalls, dass die Zytogenetik mit in Betracht 
gezogen wurde, da bei bestimmten wiederkehrenden genetischen Mustern ein starker 
Zusammenhang mit dem Therapieerfolg, der Überlebensrate und dem Patientenalter besteht 89. 
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1.5.2. Klinik 
Wie auch bei der ALL kommen die häufigsten Symptome der AML durch die 
Knochenmarkinsuffizienz zustande, die meist eine Anämie, Neutropenie und Thrombozytopenie 
zur Folge haben. Die Anämie äussert sich in Blässe, Kraftlosigkeit und Müdigkeit. Durch die 
Neutropenie kommen Fieber und Infektionen zustande, während durch die Thrombozytopenie 
Hämorrhagien, Blutergüsse, Petechien, Purpura, Epistaxis, Zahnfleischbluten und Menorrhagien 
hervorgerufen werden 90. 
Häufig ist die Knochenmark-Retikulin-Fibrose gering bis mässig, bei Patienten der 
Megakaryoblasten Leukämie häufig stärker ausgeprägt. Deshalb ist die Megakaryoblasten 
Leukämie mit Myelofibrose manchmal schwer von der akuten Panmyelose mit Myelofibrose zu 
unterscheiden, die entweder de novo entsteht oder bei Patienten vorkommt, die mit Alkylantien 
und/oder Bestrahlung behandelt wurden 91. 
Den Patienten mit einer der häufigsten strukturellen Translokation t(8;21)(q22;q22) (5-12% der 
AML Fälle), wird eine gute Prognose zugeschrieben 66, 92, 93. Sie ist verbunden mit der Reifung 
der Neutrophilenlinie und ist hauptsächlich bei jüngeren Patienten zu finden. Die Patienten mit 
der inv(16)(p13q22) (10-12% der AML-Fälle) zeigen gewöhnlich eine monozytäre und 
granulozytäre Differenzierung und besitzen eine charakteristisch veränderte eosinophile 
Komponente 94,95. Als AMML Eo bezeichnet man die Kombination aus einer akuten 
Myelomonozyten Leukämie und einer abnormalen Eosinophilenkomponente 66. Sie kann in allen 
Altersgruppen auftreten, hauptsächlich aber bei jüngeren Patienten und hat ebenfalls eine gute 
Prognose. In 5 bis 8% der Fälle liegt eine akute Promyelozyten Leukämie (APL) mit der 
Translokation t(15;17)(q22;q12);(PML/RARα) oder anderen Translokationsvarianten vor 96. Die 
APL kann ebenfalls in jedem Alter auftreten, häufiger ist sie aber in der mittleren Altersklasse zu 
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finden. Sie spricht besonders auf eine Therapie mit all-trans Retinoidsäure (ATRA) an und besitzt 
unter Kombinationstherapie mit einem Anthrazyklin eine relativ gute Prognose 66, 97, 98. 
Häufig löst bei der AML eine Chromosomentranslokation eine Fehlaktivierung von Genen in 
Stammzellen aus, die ihre Fähigkeit zur multilineären Differenzierung und zur Selbterneuerung 
beibehalten haben 99. Diese Veränderungen haben eine Auswirkung auf die normale Proliferation 
und Differenzierung von hämatopoetischen Stammzellen. 
Die Einteilung der AML ist in Tabelle 5 zusammengefasst. 
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Tab. 5: Klassifikation der akuten myeloischen Leukämien nach der WHO 
Akute myeloische Leukämie mit wiederkehrenden genetischen Anomalien 
- Akute myeloische Leukämie mit t(8;21)(q22:q22); 
- Akute myeloische Leukämie mit anomalen Knochenmark Eosinophilen mit inv(16)(p13;q22) 
oder t(16;16)(p13:q22) (CBFß/MYH11) 
- Akute Promyelozyten Leukämie (AML mit t(15;17)(q22;q12); (PML/RARα) und Varianten) 
- Akute myeloische Leukämie mit 11q23 (MLL) Anomalien 
 
Akute myeloische Leukämie mit multilineären Dysplasien 
 
- als Folge eines Myelodysplastischen Syndroms (MDS) 
- ohne vorausgehendes MDS 
 
Akute myeloische Leukämie und myelodysplastische Syndrome, therapieverbunden 
 
- als Folge einer Alkylantien-Therapie 
- als Folge einer Topoisomerase II-Inhibitor-Therapie 
- andere Typen 
 
Akute myeloische Leukämie; nicht weiter kategorisiert 
FAB-Klassifikation: 
- Akute myeloische Leukämie, minimal differenziert  =M0 
- Akute myeloische Leukämie ohne Reifezeichen              =M1 
- Akute myeloische Leukämie mit Reifezeichen   =M2 
- Akute Promyelozyten Leukämie;      =M3 
oder die mikrogranulierte (hypogranulierte Variante)                   =M3V 
- Akute Myelomonozyten Leukämie     =M4 
- Akute Monoblasten und Monozyten Leukämie    =M5a (monoblastisch); 
=M5b (monozytisch) 
- Akute Erythroleukämie                         =M6a (erythroid/myeloid); 
=M6b (reine Erythroleukämie) 
- Akute Megakaryoblasten Leukämie     =M7 
- Akute Basophilen Leukämie 
- Akute Panmyelose mit Myelofibrose 
- Myeloides Sarkom 
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1.5.3. Histologie 
Anhand ihrer Reifestadien werden die Zellen eingeteilt in Myeloblasten, Promyelozyten, 
Metamyelozyten, stabkernige und segmentkernige Granulozyten 100. Während der Reifung sinkt 
die Kern-Plasma-Relation, im Plasma werden lysosomale Granula erkennbar, die zunächst 
unspezifisch (Primärgranula, azurophile Granula), später jedoch spezifisch (Sekundärgranula) 
sind, das nukleäre Chromatin wird dichter und gröber, und die Nukleoli erscheinen weniger 
prominent. Myeloblasten werden charakterisiert durch eine hohe Kern-Plasma-Relation, einem 
runden bis ovalen zentral gelegenen Zellkern, fein verteiltem Chromatin und mehreren 
Nukleoli100. Sie werden wie folgt von Lymphoblasten unterschieden: Reaktivität mit einer 
spezifischen histochemischen Färbung; Auer-Stäbchen in den Zellen oder die Positivität für 
bestimmte monoklonale Antikörper (z.B. CD11, CD13). Leukämische Myeloblasten sind in der 
histochemischen Färbung positiv für Myeloperoxidase, Sudan-Schwarz B oder Naphtyl-AS-D-
Chloracetat-Esterase-Färbung 1. Auer-Stäbe können in Knochenmarkzellen in ca. einem Viertel 
der Fälle gefunden werden. Die Blasten exprimieren granulozytische oder monozytische 
Oberflächenantigene 1.  
Promyelozyten besitzen mehr Zytoplasma und grössere Mengen azurophile Granula als 
Myeloblasten. Sie zeigen eine blasse perinukleäre Zone (durch ein stärker entwickeltes Golgi-
System) und haben einen exzentrischen runden oder ovalen Nukleus. Myelozyten und 
Metamyelozyten besitzen wenig Zytoplasma, eine auffallende Granulierung, grob verteiltes 
Chromatin und nicht identifizierbare Nukleoli. Stabkernige und Segmentkernige sind die reifsten 
ihrer Linie und werden durch Kernlappung charakterisiert. Reife Eosinophile haben bilobuläre 
Kerne und sind angefüllt mit eosinophilen Granula. Reife Basophile enthalten eine grosse Anzahl 
basophiler Granula und zeigen weniger Kernsegmentierung.  
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Die monozytäre Linie enthält Monoblasten, Promonozyten, Monozyten, Makrophagen 
(Histiozyten) und mehrkernige Riesenzellen (z.B. Osteoklasten). Die erythroide Linie schliesst 
Erythroblasten, basophile, polychromatische und orthochromatische Normoblasten, 
Retikulozyten und Erythrozyten ein. Megakaryozyten entstehen nach ein- oder zweimaliger 
Endomitose aus Megakaryoblasten 100.  
Normale Erythropoese, Megakaryozytopoese und Granulozytopoese sind bei der AML in 
Knochenmarkaspiraten vermindert oder nicht vorhanden. Typische dyshämatopoietische 
Veränderungen bezüglich der Lappung der Kerne, der Zellgrösse, der Granulierung sind in 30 bis 
50% der de novo AML-Fälle zu finden 101. 
Die Abbildungen 3A und B zeigen eine Knochenmarkbiopsie eines AML-M5 Patienten, 
während auf den Abbildungen 4A und B zwei Knochenmarkausstriche des gleichen Patienten 
zu sehen sind, wobei eine erhöhte Blastenzahl vorwiegend unreifer Monozyten auffällt.  
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A B  
  Abb.3: AML M5b: Knochenmarkbiopsie (H&E), A: (Vergr. 2,5x); B: (Vergr. 40x) 
 
 
C 
Abb.3: AML M5b: peripherer Blutausstrich (Vergr.63x) 
              
   
A B  
Abb.4: AML M5: Knochenmarkausstrich (H&E), A: (Vergr. 40x); B: (Vergr. 63x) 
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1.5.4. Immunophänotyp 
Die Immunphänotypisierung ist besonders für die Fälle wichtig, die durch Zytogenetik keiner 
bestimmten Gruppe zugeordnet werden können und somit für die Klasse der nicht weiter 
kategorisierten AML (siehe Tabelle 5), die auf der FAB-Klassifikation beruht. In Tabelle 6 ist 
das immunologische Muster der verschiedenen AML-Typen aufgelistet. 
 
Tab.6:Immunologische Phänotypen der AML 
Phänotyp positiv Negativ 
 
Myeloblastisch 
(M0, M1, M2) 
CD11, CD13, CD15, CD33, 
CD117, HLA-DR, (MPO) 
CD14, CD10 (cALLa) 
Myelomonozytisch 
(M4, M4Eo) 
 
CD11, CD13, CD14, CD4, CD64, 
CD36 CD15, CD32, CD33, 
Lysozym, HLA-DR 
 
CD10, CD20 
Erythroblastisch 
(M6a, M6b) 
Glycophorin, Haemoglobin  
Spektrin, ABH Antigen, 
Karboanhydrase 1, CD36 
 
CD10, CD20, MPO 
Promyelozytisch 
(M3, M3v) 
 
CD11, CD13, CD15, CD33 CD20, CD14, CD10 (cALLa), 
HLA-DR, CD34 
Monozytisch 
(M5) 
CD11, CD13, CD14, CD33, 
HLA-DR, CD64, CD68, CD36, 
CD4, Lysozym 
CD10, CD20 
Megakaryoblastisch 
(M7) 
CD34, CD41, CD61, CD42, 
CD61, CD36 von Willbrand 
Faktor 
CD10, CD20, MPO 
Tabelle überarbeitet nach: 1, 66 
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1.5.5. Genetik 
Analysen der Karyotypen von AML-Patienten haben ergeben, dass in den meisten Fällen 
Translokationen und Inversionen zu finden sind, welche die Funktion von Transkriptionsfaktoren 
betreffen, die für die normale Reifung myeloischer Zellen verantwortlich sind. Damit eine AML 
entsteht, müssen jedoch Mutationen auf mehreren Ebenen stattfinden. Durch die erste Klasse von 
Mutationen, wie z.B. Punktmutationen im Bereich der Rezeptor Tyrosinkinasen (wie c-KIT und 
FLT3), wird ein Signal ausgelöst, das die Proliferation und/oder das Überleben von 
hämatopoetischen Vorläuferzellen bewirkt. Einer zweiten Klasse von Mutationen können jene 
zugeordnet werden, die die Transkriptionsfaktoren der Hämatopoese beeinflussen und somit eine 
Beeinträchtigung der Differenzierung und der anschliessenden Apoptose zur Folge haben. Es 
resultieren leukämische Zellen, die zwar zur Proliferation und zum Überleben fähig sind, nicht 
jedoch zur Differenzierung. Diese Erkenntnisse haben grosse Auswirkungen auf neue 
Therapieansätze, da versucht wird, durch kleinmolekulare Inhibitoren beide Klassen von 
Mutationen zu beeinflussen. Auf der Basis der genetischen Untersuchungen der AML kann also 
eine viel genauer gerichtete Therapie angesetzt werden 102.  
Ein Beispiel für die Nutzung des Produkts eines Fusionsgens als Therapieziel ist der PML/RARα 
(retinoic acid receptor alpha, Retinsäurerezeptor α) bei der Akuten Promyelozyten Leukämie 
(APL). Aus der Fusion des Transkriptionsfaktors PML mit dem RARα resultiert ein Protein, 
welches die Differenzierung von myeloischen Vorläuferzellen inhibiert und ihr Überleben 
fördert103. Eine Behandlung der Leukämie mit hochdosierter ATRA hat eine zelluläre 
Differenzierung, einen Remissionsbeginn, niedrigere Behandlungskosten und verbesserte 
langfristige Ergebnisse zur Folge 97, 98. Die ATRA bindet direkt an das PML/RARα-Protein und 
wandelt dieses Molekül direkt von einem Inhibitor in einen Aktivator der myeloiden 
Zelldifferenzierung um 104,71.  
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1.6. Flowzytometrie 
Die Flowzytometrie ist ein Verfahren, um verschiedene physikalische und andere Eigenschaften 
tausender von Zellen individuell und mit hoher Geschwindigkeit in kurzer Zeit zu analysieren. Es 
lassen sich durch quantitative Multiparameteranalysen aus heterogenen Populationen spezifische 
Subpopulationen isolieren. Diese Technologie liefert wichtige Informationen in der Diagnostik 
und Prognostik und hat grossen Einfluss auf die Erkenntnisse der Immunologie und der 
Entwicklung von Blutzellen 105, 106. 
Eine kleine Menge einer Zellsuspension wird in einem laminarem Strom durch das 
Durchflusszytometer und dabei durch einen Laserstrahl geleitet. Das Licht wird von den Zellen in 
alle Richtungen gestreut. Dieses Streulicht wird aus zwei Positionen gemessen, wenn die Zelle 
durch den Laserstrahl tritt. Das Vorwärtsstreulicht wird in einem Winkel von 2˚ bis 10˚ zu dem 
Laserstrahl gemessen. Es liefert Information über die Zellgrösse, während das Seitwärtsstreulicht, 
gemessen in einem Winkel von 70˚ bis 90˚ zu dem Laserstrahl, mit der zytoplasmatischen und 
nukleären Komplexität zunimmt, d.h. es gibt Auskunft über die Zellgranularität. Die 
Streulichtsignale werden von Photomultipliern verstärkt und von analogen in digitale Signale 
verwandelt (siehe Abb.5). Das Vorwärtsstreulicht wird in einem Histogramm gegen das 
Seitwärtsstreulicht aufgetragen. Anhand der Punktwolken können beispielsweise die Leukozyten 
in Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten unterschieden werden. Falls bestimmte Zellen 
von Interesse sind, können diese zur spezifischen Analyse elektronisch selektiert werden. Ausser 
der Lichtstreuung können auch andere Eigenschaften analysiert werden. Dazu werden die Zellen 
mit unterschiedlichen Sonden, z.B. Antikörper, Liganden oder molekulare Sonden markiert, die 
mit Flourochrom konjugiert sind. Diese fluoreszieren, wenn sie von dem einfallenden Licht 
angeregt werden. Mit einer sehr hohen Geschwindigkeit (tausende Ereignisse pro Sekunde) kann 
das Flowzytometer die Intensität der Fluoreszenz jeder Zelle messen. Abhängig von der 
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Wellenlänge der UV-Lichtquelle, der Wellenlänge der verwendeten Flourochrome und der 
Anzahl der Sonden kann die Präsenz von unterschiedlichsten Oberflächenantigenen, Rezeptoren 
und anderen Molekülen auf intakten Zellen analysiert werden 90. Da leukämische Zellen meist ein 
charakteristisches Muster von Oberflächenantigenen präsentieren, ist die Flowzytometrie eine 
wichtige Methode zur Identifikation und Klassifikation der akuten Leukämien 106-108. 
 
 
 
Abb. 5: Schematische Darstellung eines Flowzytometers 
 überarbeitet nach: 
 www.engin.umich.edu/research/ images/mifcschematic2.jpg 
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1.6. Aufgaben und Ziele der Arbeit 
 
Das Ziel der Arbeit war, unter Verwendung der in Basel entwickelten Tissue Microarray-Technik 
eine grosse Anzahl von Fällen akuter Leukämien zu untersuchen. Da die Herstellung von Tissue 
Microarrays am Knochenmark erstmalig unternommen wurde, musste die Methode zuerst auf 
ihre Tauglichkeit geprüft, erprobt und anschliessend mit den entsprechenden 
Grossflächenschnitten und den Daten der Literatur verglichen werden. Es war nicht bekannt, 
inwiefern mögliche technische Probleme bei der Herstellung der TMAs durch Stanzen von 
Knochenmark die Herstellung der TMAs komplizieren würden. Ausserdem musste geprüft 
werden, ob die bisher verwendete immunhistochemische Methode für paraffineingebettetes, 
formalinfixiertes Gewebe auch für die andersartig vorbehandelten Knochenmarkbiopsien 
anwendbar ist. Durch die immunhistochemische Untersuchung 15 verschiedener Marker 
verglichen wir deren Expression auf dem TMA mit den korrespondierenden 
Grossflächenschnitten.  
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2. Material und Methoden 
2.1.Proben und Patienten 
Ausgangsmaterial sind 148 Fälle von Knochenmarkbiopsien aus dem Institut für Pathologie der 
Universität Basel und aus dem Institut für Pathologie in Bologna mit der Diagnose akute 
Leukämie. Die Fallzahlen stellten sich wie folgt dar: 
Tabelle 7: Verwendete Fälle: Probenzahl, Herkunft und Diagnose 
 
Subtyp Basel Bologna Summe 
    
AML 47 68 115 
ALL 29 4 33 
Summe 76 72 148 
 
 
2.2. Die Tissue Microarray-Technik 
Da wissenschaftliche Arbeiten oft die Untersuchungen von Geweben mit In-situ-Methoden, z.B. 
die Immunhistochemie oder die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) erfordern und diese 
teuer, arbeits- und zeitintensiv sind, wurde von Kononen et al. die Tissue Microarray (TMA)-
Technik entwickelt, welche die schnelle Sichtbarmachung von Zielstrukturen im molekularen 
Bereich an tausenden verschiedenen Gewebearten zur gleichen Zeit, sowohl auf DNA-, RNA- 
oder Proteinniveau, erlaubt 109,110. Die Technik vereinfacht die schnelle Übertragung von 
molekularen Entdeckungen auf klinische Sachverhalte. Besonders vorteilhaft ist die Möglichkeit, 
die Untersuchungen in kurzer Zeit an großen Kollektiven durchführen zu können 111,112. Die 
Gewebezerstörung bei der Materialgewinnung wird verringert 113. Kosten- und Zeitaufwand 
werden signifikant geschmälert, da die TMA-Technik die gleichzeitige Einbringung von 
hunderten Tumorproben in einen Paraffinblock ermöglicht. Die Interpretation und Beurteilung 
einer grossen Anzahl von Fällen wird vereinfacht und überschaubar 114. Ausserdem trägt die 
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Technik zur Qualitätssicherung bei, da bisher die Vergleichbarkeit der in verschiedenen 
Laboratorien wegen lokaler Unterschiede in der Fixation, Verarbeitung und Färbung manchmal 
schwierig waren 115. 
 
2.2.1. Herstellung der Tissue Microarrays 
Nach der Fixation des Gewebes (meist in 4%-gepuffertem Formalin) werden als Spenderblöcke 
diejenigen ausgewählt, die besonders viel Tumorgewebe und wenig Bindegewebe oder 
nekrotisches Material enthalten. 
Es werden von den zur Herstellung eines Microarrays ausgewählten Knochenmarkproben neue 
H&E-behandelte Grossflächenschnitte angefertigt, um darauf diejenigen Tumorareale, die später 
gestanzt werden sollen, zu kennzeichnen 116. 
Vor der Herstellung sollte eine möglichst überschaubare Anordnung der Gewebestanzen 
vorgenommen werden. Die Abbildung 6 zeigt eine schematische Darstellung eines solchen 
fertiggestellten TMA-Blockes. 
 
 
Abb.6: Schema: TMA von akuten Leukämien 
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Der Abstand zwischen dem Mittelpunkt zweier benachbarter Stanzen ist variierbar, er liegt meist 
bei 0,8mm. Bei einem Durchmesser einer Gewebeprobe von 0,6mm bleibt ein Zwischenraum 
von 0,2mm. Auf einem Block werden zur besseren Bewahrung der Übersicht statt den maximal 
möglichen 1200 nur 500-600 Tumorproben angeordnet. 
Die Herstellung eines TMA-Blockes erfolgt mit Hilfe eines Stanzgerätes, welches manuell 
bedient wird und in drei Schritten abläuft (Abb.7A und B) 
1. Die Herstellung eines Loches im Empfängerblock (ein zu Beginn leerer Paraffinblock) 
2. das Ausstanzen des im Durchmesser 0,6 mm breiten Gewebezylinder aus dem Spenderblock 
und zuletzt 
3. das Einbringen dieser in das dafür vorgesehene Loch im Empfängerblock 116 (Abb.6C). 
 
Abb.7A: Manuelles Stanzgerät zur Herstellung von 
Tissue Microarrays 
  
   
 
Abb.7B: Ausstanzen der 
Gewebezylinder aus dem 
Donorblock. 
 
(Beecher Instruments, Silver Springs, MD, USA) 
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Abb. 7C: Empfängerblock  
 
In unserem Fall wurden die Fälle des TMA Basel und Bologna 1 dreimal, die Gewebe des Arrays 
Bologna 2 zweimal in Folge gestanzt, um die Heterogenität des Knochenmarkgewebes zu 
berücksichtigen, die Zahl der auswertbaren Proben zu erhöhen und die Evaluation der TMA-
Technik, die nun zum ersten Mal an Knochenmark durchgeführt wurde, zu ermöglichen 113. 
Abbildungen 8A und 8B zeigen das Knochenmark eines bereits gestanzten Donorblocks einer 
unserer Fälle in H&E-Färbung und einige nebeneinander liegende Stanzen des fertig gestellten 
TMA in der Übersicht. Abbildung 8C zeigt den Basler TMA in H&E-Färbung in der Übersicht. 
   
A       B 
 
Abb. 8A: Gestanzte Knochenmarkbiopsie, Donorblock (H&E,2,5x) 
 8B: Anordnung der Gewebeproben im TMA (H&E,2,5x) 
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   Abb. 8C: Basler TMA in der Übersicht (H&E), Scan 
 
 
2.2.2. Weiterbehandlung der angefertigten TMA-Blöcke  
15 Minuten vor dem Schneiden werden die Empfängerparaffinblöcke auf 37°C erwärmt, um das 
Paraffin etwas weicher zu machen und um ein Anhaften der Gewebeproben am Rande der 
einzelnen Stanzlöcher zu gewähren. Mit Hilfe eines Glasobjektträgers wird auf dem TMA-Block 
eine glatte Oberfläche geschaffen und die Gewebeproben auf eine einheitliche Ebene gebracht. 
Wenn der Block sich auf Raumtemperatur abgekühlt hat, kann er geschnitten werden. Dies wird 
mit einem herkömmlichen Schlittenmikrotom bewerkstelligt. Eine selbstklebende Folie wird auf 
den angeschnittenen Block aufgeklebt, dann wird der Schnitt angefertigt. Der Schnitt haftet nun 
an der Folie, wird auf einen mit Leim beschichteten Objektträger übertragen und 35 Sekunden 
mit ultraviolettem Licht bestrahlt, so dass Schnitt und Objektträger sich sehr stark verbinden. 
Mittels TPC-Lösung (organisches Lösungsmittel) kann die Haftfolie gelöst werden und nach dem 
anschliessenden Trocknen stehen die fertig gestellten TMAs für weitere biochemische, 
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physikalische oder molekularbiologische Behandlungen bereit. In dem H&E-gefärbten 
Grossflächenschnitt wird das Areal markiert (Abb.9A), in dem später die Stanzen vorgenommen 
werden sollen. Anhand dessen kann im betreffenden Areal des Donor-Paraffinblocks mit einer 
0,6mm im Innendurchmesser dicken Nadel Gewebestanzen entnommen werden (Abb.9B) und in 
die dafür vorgesehenen Löcher im Empfänger-Paraffinblock eingebracht werden. Eine 
selbstklebende Folie wird auf den angeschnittenen Block aufgeklebt (Abb.9C) Der 
Mikrotomschnitt mit einer Dicke von 3-5µm wird nun samt der Folie auf einen mehrfach mit 
Leim beschichteten Objektträger aufgebracht. 
Abb.9A-C: Herstellung von Gewebearrarys (Quelle: aus Kononen 1998 Nat.Med.) 
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2.2.3. Verwendetes Material zur Herstellung der TMA 
Zur Herstellung der Tissue Microarrays wurden verschiedene Materialien benötigt, die in  
Tabelle 8 aufgelistet sind 
Tabelle 8: Verwendetes Material zur Herstellung der TMA  
Material Hersteller 
Paraffin sectioning aid system: 
Haftfolien 
Objektträger 
TPC-Lösung 
Instrumedics Inc., Hackensack, New Jersey, 
USA 
Präzisionsstanzgerät Beecher Instruments, Silver Springs, MD, USA 
 
 
2.3. Immunhistochemie 
2.3.1. Theorie der Immunhistochemie 
Die Immunhistochemie ist ein Verfahren zum Nachweis von Antigenen in Zellen und Geweben. 
Sie spielt eine wichtige Rolle in der Differenzierung der akuten Leukämien und trägt zur 
Diagnose- und Prognosestellung bei, aufgrund derer auch die Therapieschemen erstellt werden. 
Zellen tragen an ihrer Oberfläche, im Zytoplasma und im Zellkern verschiedene antigene 
Strukturen, die durch die Immunhistochemie sichtbar gemacht werden können. Teils sind diese 
Antigene ubiquitär vorhanden, einige sind soweit linienspezifisch oder spezifisch für bestimmte 
Reifestadien, dass sie dazu benutzt werden können, Zellen einer bestimmten Gruppe oder einem 
Stadium zuzuweisen. Durch die Anwendung mehrer monoklonaler Antikörper kann die Art der 
Zellen spezifiziert werden. 
Da die Leukämien nach Linienzugehörigkeit und Stadium des Reifestopps unterteilt werden, gibt 
es verschiedene Marker, die als Linienmarker und Reifemarker bezeichnet werden. 
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Zu den linienspezifischen Markern gehören 66: 
- für die myeloische Zellreihe: MPO, CD33 und CD13, CD15, CD117 
- für die B-lymphatische Reihe: zytoplasmatisches und oberflächliches CD22, CD19, CD20,    
zytoplasmatisches CD79a 
- für die T-lymphatische Reihe: CD2, zytoplasmatisches CD3, CD5, CD7, Oberflächen-TCR 
(T-Cell-Receptor),  
- für die megakarioblastäre Reihe: CD61, CD41  
Zu den Reifemarkern für hämatopoetische Vorläuferzellen gehören 66: 
- TdT, HLA-DR, CD34, CD45 
 
Die immunhistochemischen Methoden sind durch spezifische Antigen-Antikörperreaktionen in 
den meisten Fällen sehr zuverlässig, jedoch wurde des Öfteren beobachtet, dass manche 
Antikörper in der Lage sind, ähnliche Bindungsstellen ebenfalls zu besetzen und so zu falsch 
positiven Ergebnissen zu führen. Bei der direkten Methode werden die Gewebeproben mit den 
Antikörpern inkubiert, der mit einem Molekül gekoppelt ist, der den direkten Farbnachweis 
erlaubt. Nach einer gewissen Inkubationszeit bilden sich Komplexe zwischen dem Antigen, (dem 
zu bestimmenden molekularen Marker), und dem Antikörper, (d.h. dem Immunglobulin). Die 
indirekte Immunfluoreszenz wird gegenüber der direkten Methode bevorzugt. Bei dieser 
Methode wird der bereits an das komplementäre Antigen gebundene Antikörper mit dem 
Sekundärantikörper inkubiert. Letzterer ist mit einem Nachweismolekül versehen, wozu häufig 
ein mit Avidin-Biotin-Komplex gekoppeltes Farbreagenz, wie das 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol 
(AEC) oder das 3,3`-Diaminobenzol-tetrahydrochlorid (DAB) gebraucht wird (siehe Abb.10). In 
einer Substratreaktion mit Peroxidase als Elektronenlieferant wird der Farbstoff sichtbar 
gemacht. Heute befinden sich eine große Menge verschiedener Antikörper auf dem Markt, die 
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entweder Immunglobulin G oder M sein können und entweder von der Maus (monoklonaler 
Maus-Antikörper) oder dem Hasen (polyklonale Hasen-Antikörper) nach der Injektion des 
Antigens gewonnen werden. 
 
 
 
 
Abb.10: Schematische Darstellung des immunhistochemischen Verfahrens  
Indirekte Methode am Beispiel Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode 
a:  Antigen 
b:  Primärantikörper 
c:  biotinylierter Sekundärantikörper gekoppelt mit Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex  
Es wird mit einem Farbreagenz, wie z.B. dem 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol (AEC), 
gekoppelt. In einer Substratreaktion mit Peroxidase wird die Farbreaktion erzielt. 
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2.3.2. Immunhistochemie angewandt am TMA 
Um die fertig gestellten Schnitte zu entparaffinieren und rehydrieren werden sie mindestens 7 
Stunden in Xylol belassen und anschliessend in einer Alkohol-Reihe (Abs, 96%, 70%) beginnend 
mit absolutem Alkohol bis zum reinen Wasser gewässert. Der Schnitt muss unter fliessendem 
Wasser gespült werden, bis keine Lösungsmittelreste mehr zu sehen sind. Er wird dann für die 
weiteren Arbeitsgänge zur Feuchthaltung in einer 0,01M PBS-Pufferlösung gehalten. 
Durch das sogenannte Antigenretrieval (Vorbehandlung) wird das zu untersuchende Antigen für 
die nachfolgende Antikörperreaktion vorbereitet und freigelegt. Dies geschieht z.B. durch 3-
minütige Erhitzung des TMA bei 120°C in EDTA-Puffer (pH 8,0) im Dampfautomaten (siehe 
Tabelle 9). Anschliessend wird der TMA in 0,01M PBS abgekühlt. 
Um die endogene Peroxidase zu unterdrücken, werden die Schnitte 30 Minuten bei 
Raumtemperatur in 0,3%iger Wasserstoffperoxid-Methanol-Lösung gestellt und danach mit PBS 
drei Mal gut gespült. Während der nächsten 30 Minuten wird der TMA um die restlichen 
Proteinbindungsstellen abzudecken bei Raumtemperatur in Normalserum, z.B. vom Pferd, in 
0,01M PBS (1:50) belassen. Der TMA wird nach Abklopfen des Normalserums und 
Aufpipettieren einer Lösung aus Primärantikörper in DAKO Antibody Diluent bei 4°C in einer 
feuchten Kammer 16-20 Stunden inkubiert. Nach einem weiteren Spülgang in 0,01M PBS und 
anschließend 5 Minuten in Tris/PBS-Puffer erfolgt die gegen die Primärantikörper gerichtete 
Antikörperreaktion, indem die Schnitte mit Pferde- oder Ziegen-biotinyliertem anti-Maus-
Immunglobulin G 30 Minuten lang in einer Küvette inkubiert werden. Hierauf werden die 
Schnitte dreimal je 5 Minuten in Tris/PBS-Puffer (1:10) gespült. 30-45 Minuten lang werden die 
Schnitte nun mit verdünntem ABC-Reagenz (Avidin-Biotin-Complex) inkubiert. Nach drei 
weiteren Spülungen mit PBS werden die Schnitte mit DAB bzw. AEC behandelt. Durch 
Peroxidase wird sodann die Substratreaktion zur Farbgebung ausgelöst. 
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Die zum anschließenden Vergleich verwendeten Grossflächenschnitte wurden mit denselben 
Methoden behandelt. Es wurden einige der bereits in der Vergangenheit immunhistochemisch 
behandelten Basler Fälle dem Archiv entnommen. 
In Tabelle 9 sind die verwendeten Reagenzien und Chemikalien mit ihrem Hersteller und der 
Bestellnummer angegeben und in Tabelle 10 sind die verwendeten Antikörper, ihr Klon, der 
Hersteller, die jeweilige Verdünnung und die Art der Antigenvorbehandlung aufgelistet.  
Eine Erläuterung zu den einzelnen Antikörpern, ihrer Physiologie und ihrer Reaktivität mit 
bestimmten Zellen ist in Tabelle 11 zu finden. 
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Tabelle 9: Verwendete Reagenzien und Chemikalien in der Immunhistochemie 
Material Hersteller Bestellnummer/ 
Bemerkungen 
 
AEC 3-Amino-9-Ethyl-
Carbazol 
Sigma A-6926 
Vectastain Elite ABC-Kit Vector PK-6100 
Biotinyliertes Anti-Mouse IgG 
(H+L) vom Pferd gewonnen 
Vector BA-2000 
Biotinyliertes Anti-Rabbit IgG 
(H+L) aus der Ziege gewonnen 
Vector BA-1000 
Biotinyliertes Anti-Mouse IgM 
aus der Ziege gewonnen 
Vektor BA-2020 
Citrat-Puffer pH 6,0 ProTaqstura 400300692 
DAB 3,3`-Diaminobenzol-
tetrahydrochlorid 
Sigma D-5905 
Dampfkochtopf FSG 120 Milestone  
Ethanol absolut, p.a. Merck, Darmstadt  
Haematoxylin Harris Medite HTX31000 
Methanolum purum  Hänseler AG, Herisau 15-5600-1 
Normal Goat Serum  Vektor S-1000 
Normal Horse Serum Vektor S-2000 
PBS 0,01M, pH 7,3-7,5 eigene Herstellung  
Tris-puffer 0,5M, pH 7,6 Medite 402000720 
Primärantiseren  siehe Tabelle 9 
Xylol Hänseler 15-7500-3 
Antibody Diluent DAKO 52022 
N,N-Dimethylformamid 
(uvasol) 
Merck 1.02937 
Wasserstoffperoxyd H2O2 
30% (Perhydrol)  
Merck, Darmstadt 1.07209 
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Tabelle 10: Verwendete Antikörper bei der immunhistochemischen Behandlung der TMA 
 
Antikörper Antikörper Firma 
Klon 
Verdünnung Antigen- 
Verdünnung 
 
CD3 Mouse-IgG DAKO 
F.7.2.38 
1:100 MW 100°C30` 
EDTA 
CD10 Mouse-IgG Novocastra 
56C6 
1:80 MW 100°C/30` 
EDTA 
CD15 Mouse-IgM DAKO 
C3D-1 
1:500 MW 100°C/15` 
Citrat 
CD20cy Mouse-IgG DAKO 
L26 
1:2000 MW 100°C/30` 
EDTA 
CD34 
Class II 
Mouse-IgG DAKO 
QBEnd 10 
1:20 MW 100°C/30` 
EDTA 
CD61 
(GP IIIa) 
Ab-1 
Mouse-IgG Neomarkers 
61C01 
1:100 MW 100°C/15` 
EDTA 
CD68 Mouse-IgG DAKO 
PG-M1 
1:2000 oV 
CD79a mb-1 
Ab-2 
Mouse-IgG Neomarkers 
ICB 117 
1:200 DK 120°C/3` 
EDTA 
CD117; c-kit Rabbit-IgG DAKO 1:250 MW 100°C/30` 
EDTA 
Glycophorin A Mouse-IgG DAKO 
IC 159 
1:500 oV 
Hämoglobin Rabbit-IgG DAKO 1:10.000 oV 
Myeloperoxidase Rabbit-IgG DAKO 1:20.000 oV 
CD99 Mouse-IgG HBA-71B* 1:50 oV 
TdT Mouse-IgG Novocastra 
SEN28 
1:250 DK 120°C/3` 
EDTA 
CD138 Mouse-IgG DAKO 
MI15 
1:50 MW 100°C/15` 
EDTA 
Legende: DK= Dampfdruckkochtopf, MW=Mikrowelle, oV= ohne Vorbehandlung,  
*nicht kommerziell erhältlich 
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Tabelle 11: Verwendete Antikörper 
 
CD-Marker Physiologie Reaktivität 
 
CD3 Eine Familie von Proteinen, die den 
Signaltransduktionskomplex des T-Zell-
Rezeptors bilden 
pan T-Zell Marker 
CD10 (cALLA) Eine zinkbindende Metalloprotease, die 
Peptide am Aminoende der hydrophoben 
Aminosäuren spaltet und dadurch die lokale 
Konzentration an Peptidhormonen reduziert 
prä-B und prä-T-Zellen, 
Keimzentrum-B-Zellen, 
Epithelzellen, einige PMN 
CD15 Ein Glykoprotein, ähnlich den Lewis-
Blutgruppenantigenen 
PMN, Eosinophile, 
Monozyten, Granulozyten, 
Epithelzellen 
CD20 Kann als Calcium-Kanal funktionieren, der 
in der Zellzyklus-Entwicklung eine Rolle 
spielt und mit monoklonalen Antikörpern 
gezielt in der Therapie der B-Zell-
Lymphome angegriffen werden kann 
B-Zellen, keine Plasmazellen 
CD34 Kann eine Rolle spielen in der 
Signaltransduktion oder der leukozytär-
endothelialen Interaktionen 
1-4% der Knochenmarkzellen, 
inklusive hämatopoetischer 
Stammzellen; Endothelium 
CD61 Verbindet sich mit CD41, um das GPIIb-IIIa 
Heterodimer zu bilden, welches die 
Thrombozytenaggregation erleichtert, oder 
mit CD51 um einen Rezeptor für 
Vitronektin zu bilden 
Thrombozyten, 
Megakaryozyten, Monozyten, 
Makrophagen, Endothelzellen 
CD68 Ein Sialomycin (Familie der lysosomalen 
Glykoproteine), dass evtl. die 
Lysosomenmembranen vor dem Angriff der 
Hydrolasen schützt 
Monozyten, Makrophagen, 
Histiozyten, Osteoklasten, 
Mastzellen, zytoplasmatische 
Granula, grosse Lymphozyten 
CD79a Ein Mediatormolekül, das die sIg-
Expression und Signaltransduktion 
übermittelt 
B-Zellen 
CD99 An Rosetten-Formation beteiligt alle WBZ, besonders 
Thymozyten 
CD117 (c-kit) Rezeptor, dessen Tyrosin-Kinase-Aktivität 
zu zellulärer Proliferation/Differenzierung 
führt 
Hämatopoetische 
Vorläuferzellen, Mastzellen, 
Melanozyten, Spermatogonien, 
Oozyten, einige NK-Zellen117 
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CD138 Rezeptor der extrazellulären Matrix, der als 
Ko-Rezeptor für den Fibroblasten-
Wachstumsfaktor 2, Fibronektin, Kollagen, 
Thrombospondin und Antithrombin III 
dienen kann 
Prä-B-Zellen, unreifen B-
Zellen, Plasmazellen, 
epitheliale und mesenchymale 
Zellen 
Hämoglobin Molekül bestehend aus 4 Globinketten, 
jeweils mit einer das Eisenmolekül 
tragenden Hämgruppe verknüpft 
RBZ 
Glycophorin A 
(CD235A) 
Ein Sialoglycoprotein  RBZ und erythroide 
Vorläuferzellen 
TdT Intranukleäre DNA-Polymerase, die 
während des Ig und TCR-Rearrangements 
aktiv ist 
Vorläufer B- und T-Zellen 
MPO Enzym der mikrobiellen Abwehr in den 
azurophilen Granula von Neutrophilen und 
in Lysosomen von Monozyten* 
Myeloide Vorläuferzellen, 
PMN, Monozyten 
überarbeitet nach: http://ca.expasy.org/cgi-bin/lists?cdlist.txt  
*http://www.emedicine.com/ped/topic1530.htm 
Legende: PMN= Polymorphkernige Neutrophile 
mAB= monoclonal antibody, WBZ= weisse Blutzellen, RBZ= rote Blutzellen 
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3. Resultate 
 
3.1. Zusammensetzung der TMAs 
Für die Erstellung der drei Tissue Microarrays, die für diese Arbeit zur Untersuchung verwendet 
wurden standen insgesamt 148 individuelle Gewebeproben akuter Leukämien zur Verfügung. Für 
den Basler TMA wurde jeder Fall dreifach gestanzt, d.h. von den 76 Leukämie Fällen liegen  228 
Stanzen vor. Der Bologna Array1 besteht aus 12 Fällen und 36 Gewebsstanzen, während der 
Bologna Array 2 aus 60 Fällen besteht, jeder Fall 2-fach gestanzt wurde und somit 120 
Gewebsstanzen enthält. Aus Gründen der besseren Übersicht sind die Tabellen der Bologna 
Arrays 1und 2 weiter unten zusammengefasst, da sie sich nur durch die Anzahl der Stanzen (2 
bzw. 3) pro Fall unterscheiden.  
 
 3.2. Konventionelle Morphologie  
Die morphologische Analyse der H&E-gefärbten TMAs ergab, dass von 228 Stanzen des Basler 
Array (76 Fälle) 19 (8%) nicht ausgewertet werden konnten, da 15 keine Tumorzellen und 4 kein 
Gewebe enthielten. Ein Fall (alle drei Stanzen) konnte nicht ausgewertet werden (1%). Von den 
36 Stanzen (12 Fälle) des Bologna-Array-1 waren 4 nicht zu analysieren (11%), davon 3 
aufgrund von nicht vorhandenen Tumorzellen und einer aufgrund von fehlendem Gewebe. Dabei 
konnten aber trotzdem alle Fälle ausgewertet werden, da zumindest eine Stanze pro Fall 
beurteilbar war. Von den 60 Fällen des Bologna-Array-2 konnten von 120 Stanzen 19 nicht 
analysiert werden (16%), davon waren 7 ohne Tumorzellen und 12 ohne Gewebe. Dabei fielen 5 
Fälle (8%) aus der Wertung. 
Von den 384 Stanzen der 148 Fälle konnten also insgesamt 42 Stanzen (11%) nicht bewertet 
werden, davon 28 (7%) wegen fehlender Tumorzellen und 14 (4%) wegen fehlenden Gewebes. 
Insgesamt konnten von 148 Fällen 6 (4%) nicht in die Wertung aufgenommen werden. 
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Dementsprechend wurden 96% der Fälle analysiert. Die folgende Tabelle gibt eine Übersicht 
über die Werte: 
Tab.12: Morphologische Analyse der H&E-gefärbten Stanzen 
 
 Bologna 1 
n (%) 
Bologna 2 
n (%) 
Basel 
n (%) 
Summe 
n (%) 
Fälle  12 60 76 148 
Stanzen 36 120 228 384 
Stanzen ohne 
Gewebe 
1 (3) 12 (10) 15 (7) 28 (7) 
Stanzen ohne 
Tumorzellen 
3 (8) 7 (6) 4 (2) 14 (4) 
Nicht analysierbare 
Fälle 
- 5 1 6 (4) 
 
3.3. Immunhistochemie am TMA 
Es wurden von jedem der drei Arrays 15 Schnitte angefertigt, um diese mit den gewählten 
immunhistochemischen Markern zu behandeln. Somit ergeben sich bei dem Basler Array aus 76 
Tumoren 3420 Einzelanalysen (76x3x15), bei dem Bologna Array1 aus 12 Tumoren 540 
(12x3x15) und beim Bologna Array2 aus 60 Tumoren 1800 Einzelanalysen (60x2x15), die mit 
den jeweiligen immunhistochemischen Markern angefärbt worden waren. In der Tabelle 13 sind 
die Zahlen der Analysen angegeben; als eine Analyse bezeichnen wir eine aus zwei bzw. drei 
Einzelanalysen bestehende immunhistochemisch behandelte, einem Fall zugehörige Einheit. 
Durch die 15 verwendeten IHC-Marker ergeben sich 1140 Analysen beim Basler Array (15x76), 
180 beim Bologna Array1 (15x12) und 900 beim Bologna Array2 (15x60). Weiterhin ist aus der 
Tabelle ersichtlich, wie viele Fälle jeweils wegen mangelnder Auswertbarkeit aller drei, bzw. 
zwei Stanzen aus der Wertung fielen (2%, 2% und 9%). Die Zahlen der einzelnen nicht 
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auswertbaren Stanzen und deren prozentualer Anteil an der Summe aller Stanzen aus 15 IHC-
Behandlungen pro TMA sind ebenfalls ersichtlich. Es ergibt sich, dass 10% (n=337) der 
Einzelanalysen des Basler Array, 12% (n=65) der des Bologna Array1 und 18% (n=321) des 
Bologna Array 2 nicht auswertbar waren. Insgesamt war also bei 13% (723 von insgesamt 5760 
Stanzen) der Proben die Auswertung nicht möglich. Wie aus Tabelle 12 ersichtlich, sind dies 19 
Analysen des Basler Arrays, 3 des Bologna Array1 und 79 des Bologna Array2. Insgesamt 
konnten also 101 je zwei- oder dreifach gestanzte Analysen nicht gewertet werden. 3 Fälle des 
Bologna Array2 konnten gar nicht gewertet werden, da bei diesen Fälle nicht ausreichend 
Material vorhanden war, um eine zuverlässige Aussage zur Wertung zu machen. 
Bei der Auswertung traten einige Probleme auf, die mit den Eigenheiten der TMA-Technik 
zusammenhingen. Wie in der Diskussion ausgeführt, machte sich die besondere Konsistenz und 
Heterogenität des Knochenmarkes bemerkbar durch fehlendes Gewebe oder fehlende 
Tumorzellen in der Stanze, mangelnde Repräsentativität durch bindegewebige, nekrotische oder 
knöcherne Anteile in den Proben. Wie aus Reihe 2 ersichtlich, unterscheiden sich die Arrays aus 
Bologna in der Anzahl der Stanzen und sind hier separat angeführt. In der Folge sind sie aus 
Gründen der besseren Übersicht zusammengefasst. 
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Tabelle 13: Übersicht über die verschiedenen Zahlen 
 
 
Basel 
 
n (%) 
Bologna 1 
 
n (%) 
Bologna 2 
 
n (%) 
Summe 
 
n (%) 
     
Patientenzahl 76 12 60 148 
Stanzen pro Tumor 3 3 2  
Stanzen pro TMA 228 36 120 384 
Zahl der verwendeten 
IHC-Marker 
15 15 15  
Immunhistochemische 
Einzelanalysen 
3420 540 1800 5760 
Stanzen ohne Tumorzellen 262 (8) 39 (7) 136 (8) 437 (8) 
Stanzen ohne Gewebe 75 (2) 26 (5) 185 (10) 286 (5) 
Nicht auswertbare 
Einzelanalysen 
337/3420  (10) 65/540 (12) 321/1800 (18) 723/5760 (13)
Nicht auswertbare 
Analysen  
19/1140 (2) 3/180 (2) 79/900 (9) 101/2220 (5) 
 
Ein Fall wurde als positiv gewertet, wenn ein Anteil von ≥20% der Tumorzellen (Blasten) eine 
spezifische Färbereaktion aufwies  
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Tabelle 14a: Auswertung des Basler TMA ; Abkürzung: unklass.= unklassifizierbare Fälle 
 AML, Diagnose (FAB) 
Marker total 
n (%) 
M0 
n (%) 
M1 
n (%) 
M2 
n (%) 
M3 
n (%) 
M4 
n (%) 
M5 
n (%) 
unklass.
n (%) 
         
 47 2 1 15 1 17 7 4 
CD3 0/47  
 
0/2 
 
0/1  
 
0/15 
 
0/1  
 
0/17  
 
0/7  
 
0/4   
 
CD10 2/47 (4)  
 
0/2  
 
0/1  
 
0/15  
 
0/1  
 
1/17 (6) 
 
0/7  
 
1/4 (25) 
CD15 12/46 (26) 0/2 
 
0/1  
 
4/15 (27) 0/1  
 
4/17 (24) 3/6 (50) 1/4 (25) 
CD20 0/47  0/2  
 
0/1  
 
0/15  
 
0/1  
 
0/17  
 
0/7  
 
0/4  
 
CD34 13/45 (29) 2/2 (100) 0/1  5/15 (33) 1/1 (100) 4/16 (25) 
 
0/6 
 
1/4 (25) 
CD61 0/46  
 
0/2 
 
0/1  
 
0/15 
 
0/1  
 
0/17  
 
0/7  
 
0/4   
 
CD68 9/45 (20) 0/2  
 
0/1  
 
0/15  
 
0/1  
 
7/16 (44) 2/6 (33) 0/4   
 
CD79a 0/47  0/2  
 
0/1 
 
0/15 
 
0/1 
 
0/17  
 
0/7 
 
0/4  
 
CD99 8/46 (17) 1/2 (50) 1/1 (100) 3/15 (20) 0/1  
 
1/17 (6)     0/6 
 
2/4 (50) 
CD117 4/46 (9) 0/2  
 
0/1  
 
0/15  
 
0/1  
 
3/17 (18) 0/6 
 
1/4 (25) 
CD138 0/46  
 
0/2  
 
0/1  
 
0/15  
 
0/1  
 
0/17  
 
0/6 
 
0/4   
 
MPO 31/46 (67) 0/2 
 
0/1  
 
15/15(100) 1/1 (100) 11/17 (65) 2/6 (33) 2/4 (50) 
HbA1 0/45  
 
0/2  
 
0/1 
 
0/15  
 
0/1 
 
0/17  
 
0/7 
 
0/4   
 
Glyco-
phorin 
0/45  
 
0/2  
 
0/1  
 
0/15  
 
0/1  
 
0/16  
 
0/6 
 
0/4  
 
TdT 4/46 (9) 1/2 (50) 0/1  
 
0/15  
 
0/1  
 
2/17 (12) 0/6 
 
1/4 (25) 
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Tabelle 14b: Auswertung des Basler TMA 
 
 ALL
Marker total 
 
n (%) 
B-ALL 
 
n (%) 
T-ALL 
 
n (%) 
unklass. 
 
n (%) 
     
 29 19 5 5 
CD3 3/29 (10) 1/19 (5) 2/5 (40) 0/5 
CD10 16/29 (59) 13/19 (68) 1/5 (20) 2/5 (40) 
CD15 3/29 (10) 2/19 (11) 0/5 1/5  (20) 
CD20 5/29  (17) 5/19 (26) 0/5 0/5 
CD34 14/28 (50) 9/18 (50) 2/5 (40) 3/5 (60) 
CD61 0/29 
 
0/19 0/5 0/5 
CD68 1/29 (3) 1/19 (5) 0/5 0/5 
CD79a 7/29 (24) 5/19 (26) 1/5  (20) 1/5 (20) 
CD99 6/28 (21) 1/18 (56) 4/5 (80) 1/5 (20) 
CD117 1/29  (3) 0/19 0/5 1/5 (20) 
CD138 0/29 
 
0/19 0/5 0/5 
MPO 3/29 (10) 2/19 (11) 0/5 1/5  (20) 
HbA1 0/28 
 
0/19 0/5 0/4 
Glyco- 
phorin 
0/28 
 
0/19 0/5 
 
0/4 
 
TdT 20/29 (72) 14/19 (74) 3/5 (60) 3/5 (60) 
Abkürzung: unklass.= unklassifizierbare Fälle 
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19 von 1140 Analysen (76 Tumoren mit 15 Markern behandelt), also 2% des Basler Arrays, 
waren nicht auswertbar, d.h. bei allen drei Stanzen des Falls war entweder gar kein Gewebe 
vorhanden oder kein Tumorgewebe mitgestanzt. Von insgesamt 3420 Einzelanalysen waren 337 
Einzelanalysen (10%) nicht auswertbar, da bei 262 kein Tumorgewebe (Blasten) und bei 75 gar 
kein Gewebe vorhanden war. Durch die dreifache Ausführung der Stanzen konnten diese Fälle 
zum Teil jedoch trotzdem berücksichtigt werden, da bei den restlichen zwei Gewebsstanzen 
Material vorhanden war, welches ausgewertet werden konnte. 
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3.4. Auswertung der Tissue Microarrays 
3.4.1. Auswertung des Basler TMAs 
In Tabelle 15 ist die Markerexpression der auswertbaren Fälle zusammengefasst. Bei den 
Markern CD34, HbA1 und Glycophorin konnten jeweils drei Fälle nicht gewertet werden, bei 
CD68 und CD99 jeweils zwei Fälle und bei den Markern CD117, TdT, CD61, MPO, CD15 und 
CD138 jeweils ein Fall, es konnten also die genannten Marker bei insgesamt 19 verschiedenen 
Fällen nicht ausgewertet werden. Zur besseren Übersicht sind in der Folge die Ergebnisse der 
beiden TMAs aus Bologna zusammengefasst. 
Tabelle 15: Zusammenfassung der Markerexpression des Basler TMA 
 
 Diagnose 
 
Marker 
AML 
n (%) 
ALL 
n (%) 
Summe 
n (%) 
    
 47 29 76 
CD3 0/47 3/29 (10) 3/76 (4) 
CD10 2/47 (4) 16/29 (59) 18/76 (24) 
CD15 12/46 (26) 3/29 (10) 15/75 (20) 
CD20 0/47 5/29 (17) 5/76 (7) 
CD34 13/45 (29) 14/28 (50) 27/73 (37) 
CD61 0/46 0/29 0/75 
CD68 9/45 (20) 1/29  (3) 10/74 (14) 
CD79a 0/47 7/29 (24) 7/76 (9) 
CD99 8/46 (17) 6/28 (21) 14/74 (19) 
CD117 4/46 (9) 1/29  (3) 5/75 (7) 
CD138 0/46 0/29 0/75 
MPO 31/46  (67) 3/29 (10) 35/75 (47) 
HbA1 0/ 45 0/28 0/73 
Glycophorin 0/ 45 0/28 0/73 
TdT 4/46 (9) 20/29 (72) 24/75 (32) 
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3.4.2. Auswertung der Bologna-TMAs In Tabelle 16 sind die positiv gewerteten Fälle 
angegeben. Aus Gründen der besseren Übersicht sind die AML und die ALL-Fälle der Bologna-
Arrays zusammengefasst. Alle als ALL diagnostizierten Fälle (n=4) gehören der B-ALL an. 
Tabelle 16: Auswertung der Bologna-TMAs 
 Diagnose
Marker AML, 
total,n 
(%) 
M0 
n 
(%) 
M1 
n 
(%) 
M2 
n 
(%) 
M3 
n 
(%) 
M4 
n 
(%) 
M5 
n 
(%) 
M6 
n 
(%) 
M7 
n 
(%) 
unklas 
n 
(%) 
B-ALL 
total, n 
(%) 
            
 68 8 11 15 4 12 8 1 2 7 4 
CD3 0/62 
 
0/8  
 
0/11  0/15 
 
0/4  
 
0/11 
 
0/7  
 
0/0  
 
0/2  
 
0/4  
 
0/4 
 
CD10 0/64 
 
0/8 
 
0/11  0/15 
 
0/4  
 
0/11 
 
0/8 
 
0/0  
 
0/2  
 
0/5  
 
3/4   
(75) 
CD15 24/63 
(38) 
2/8  
(25) 
5/11  
(45) 
6/15 
(40) 
1/4 
 (25) 
6/11 
(55) 
1/8  
(13) 
0/0  
 
1/2  
(50) 
1/4  
(25) 
0/4 
CD20 0/63 
 
0/8  
 
0/11  0/13 
 
0/4 
 
0/11 
 
0/8  
 
0/0  
 
0/2 
 
0/4  
 
2/4  
(50) 
CD34 28/64 
    (44) 
3/8  
(38) 
7/11  
(64) 
7/15 
(47) 
0/4  
 
6/11 
(55) 
1/8  
(13) 
0/0  
 
0/2  
 
4/5  
(80) 
3/4   
(75) 
CD61 2/63 
(3) 
0/8  
 
0/11  0/15 
 
0/4  
 
0/11 
 
0/8  
 
0/0  
 
2/2  
(100) 
0/4  
 
0/3  
 
CD68 8/65 
(12) 
0/8  
 
0/11  0/15 
 
0/4  
 
5/11 
(45) 
3/8  
(38) 
0/0  
 
0/2  
 
0/6  
 
0/4  
 
CD79a 1/58 
(7) 
0/8  
 
1/10  
(10) 
0/15 
 
0/4  
 
0/11 
 
0/5  
 
0/0  
 
0/2  
 
0/3  
 
3/3 
(100) 
CD99 19/64 
(30) 
3/8  
(38) 
1/11 
(100) 
5/13 
(39) 
4/4 
(100) 
1/11 
(9) 
2/8  
(25) 
0/0  
 
0/2  
 
2/5  
(40) 
3/3  
(100) 
CD117 39/63 
(62) 
5/8 
(63) 
7/11 
(64) 
13/15 
(87) 
4/4  
(100) 
6/11 
(55) 
2/8  
(25) 
0/0  
 
0/2  
 
2/4  
(50) 
1/4   
(25) 
CD138 0/56 
 
0/8  
 
0/10  0/15 
 
0/4 
 
0/11 
 
0/3  
 
0/0  
 
0/2  
 
0/3  
 
0/4 
 
MPO 47/63 
(75) 
5/8  
(63) 
11/11 
(100) 
13/15 
(87) 
4/4 
(100) 
10/11 
(91) 
3/7  
(43) 
0/0  
 
0/2  
 
2/5  
(40) 
2/4 
(50) 
HbA1 0/63 
 
0/8  
 
0/11  0/15 
 
0/4 
  
0/11 
 
0/8 
 
0/0  
 
0/2  
 
0/6  
 
0/4 
 
Glyco-
phorin 
0/65 
 
0/8  
 
0/11  0/15 
 
0/4 
 
0/11 
 
0/8  
 
0/0  
 
0/2  
 
0/6  
 
0/4 
 
TdT 6/63  
(10) 
2/8 
(25) 
0/11  2/15 
(13) 
0/4  
 
1/11 
(9) 
0/8  
 
0/0  
 
0/2  
 
1/4  
(25) 
4/4  
(100) 
Abkürzungen: unklass.= unklassifizierbare Fälle 
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Tabelle 17: Zusammenfassung der Markerexpression der Bologna-TMAs 
 
 Diagnose
 
Marker 
AML, 
n (%) 
ALL, 
n (%) 
Summe, 
n (%) 
    
 68 4 72 
CD3 0/62  0/4  0/66  
CD10 0/64  3/4 (75) 3/68 (4) 
CD15 24/63 (38) 0/4  24/67 (36) 
CD20 0/63  2/4 (50) 2/67 (30) 
CD34 28/64(44) 3/4 (75) 31/68 (46) 
CD61 2/63 (3) 0/3  2/66 (3) 
CD68 8/65 (12) 0/4  8/69 (12) 
CD79a 1/58 (7) 3/3 (100) 4/61 (7) 
CD99 19/64 (30) 3/3 (100) 22/67 (33) 
CD117 39/63(62) 1/4 (25) 40/67 (60) 
CD138 0/56  0/4  0/60  
MPO 47/63 (75) 2/4 (50) 49/67 (73) 
HbA1 0/63  0/4  0/67 
Glycophorin 0/65  0/4  0/69  
TdT 6/63 (10) 4/4 (100) 10/67 (15) 
  
 
Die Tabelle 17 zeigt auf, wie viele Fälle für die entsprechenden Zahlen als positiv gewertet 
wurden. Bei dem Bologna 1-TMA war von 540 Stanzen insgesamt 65 nicht verwertbar, da bei 39 
davon kein Tumorgewebe und bei 26 Stanzen fast kein analysierbares Material zu finden war 
(12%). Bei einem Fall (prä-B-ALL) konnten die mit den Markern CD61, CD99 und CD79a 
behandelten Analysen trotz der dreifach angefertigten nicht in die Wertung einbezogen werden, 
da entweder kein Gewebe vorhanden war oder in der Stanze kein Tumorgewebe vorlag. Von 180 
Analysen (12 Tumoren mit den verschiedenen Markern behandelt) waren 3 nicht verwertbar, also 
2%. 
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Bei dem Bologna Array2 waren 79 von 900 (60x15) Analysen (1 Analyse = 2 Stanzen pro Fall) 
also 9%, nicht auswertbar, da entweder keine Tumorzellen oder kein Gewebe in den Stanzen zu 
sehen war. Im Einzelfall zeigte sich, dass bei 136 Stanzen keine Tumorzellen vorhanden und bei 
185 Stanzen fast kein Gewebe zu sehen war. Daraus ergibt sich, dass insgesamt 321 von 1800 
individuellen Stanzen, d.h. 18%, nicht auswertbar waren. Zum Teil waren die Fälle jedoch durch 
die zweite Stanze des Tumors verwertbar.  
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3.4.3. Zusammenfassung der Ergebnisse aller drei TMAs  
Die Tabelle 18 fasst die Daten aller drei TMAs zusammen. Angegeben ist die Zahl der positiven 
Fälle bezogen auf alle Fälle. 
Tabelle 18: Zusammenfassung der positiven Fälle 
 Diagnose
Marker 
 
AML 
n(%) 
ALL 
n(%) 
Summe  
n(%) 
 115 33 148 
CD3 0/109  3/33 (9) 3/142 (2) 
CD10 0/111  19/33 (58) 19/144 (13) 
CD15 36/109 (33) 3/33 (3) 39/142 (27) 
CD20 0/110 7/33 (21) 7/143 (5) 
CD34 41/109 (38) 17/32 (53) 58/141 (41) 
CD61 2/109 (2) 0/32  2/141 (1) 
CD68 17/110 (15) 1/33 (3) 18/143 (13) 
CD79a 1/105 (1) 10/32 (31) 11/137 (8) 
CD99 27/110 (25) 9/31 (29) 36/141 (26) 
CD117 43/109 (40) 2/33 (6) 45/142 (32) 
CD138 0/102  0/ 33 0/135  
MPO 78/109 (72) 5/33 (15) 83/142 (58) 
HbA1 0/110  0/32  0/142  
Glycophorin 0/110 0/32  0/142 
TdT 10/109 (9) 24/33 (73) 34/142 (24) 
  
Um einen Vergleich unserer Resultate für die Expression immunhistochemischer Marker an 
Leukämiezellen mit den Werten in der Literatur vorzunehmen, sind in Tabelle 18 einige Werte 
für die von uns verwendeten Marker angegeben. Die von uns bei der Auswertung der TMAs 
erhaltenen Resultate liegen in den meisten Fällen im Bereich der publizierten Daten. 
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Tab.19: Angaben über IHC-Markerexpression in der internationalen Literatur 
 Leukämieentität/ Positivität
 AML ALL 
Marker Autor 
(Literatur-
angabe) 
 
M0 
 
 
M1 
 
 
M2 
 
 
M3 
 
 
M4 
 
M5 
 
M6 
 
M7 
 
B 
 
T  
            
CD3 74, 118-120 0 0  0 0 0 0  0 0 0 100 
CD10 121, 122 5 0 0 0 0 0 0 0 100 13 
CD15 118, 122  5-25  33 29  38  100 100    
CD20 74, 118, 121 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 
CD34 74, 118, 120-
122 
50-95 33-88 25- 67 0-30 0-69 0 - 29 0  0-25  0-85 0-33 
CD61 120 0 0  0  0 0   0 0 75  0 0 
CD 68 74, 118 67 67 78 70 100 71-100     
CD79 74, 118-121  0 0-11 0 0 0 0-14 0 0 89-100 0-57 
CD99 121, 123, 124   100       13-83 86-100 
CD117 122 70          
MPO 74, 118, 120, 
122 
0-100 0-100 0-100 0-100 75-100 71-100 0-30 0-100 0 0  
Glyco- 
phorin 
118 0 0 0 0 0 0 0-100 0   
TdT 74, 118, 121, 
122, 125 
33-75 0-100 0-11 0 0-30 1   78-100 63-100 
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3.5. Validierung der TMA-Technik durch Vergleich mit Grossflächenschnitten 
Zur Validierung der TMA-Technik wählten wir 7 der untersuchten Marker aus (CD3, CD10, 
CD20, CD34, CD68, CD117 und TdT) und suchten die für einen oder mehrerer dieser Marker 
positiven Fälle aus dem Basler TMA heraus. Als Kontrolle sollten uns die Grossflächenschnitte 
der Fälle dienen, die mit den 7 ausgewählten IHC-Markern behandelt wurden. Wir untersuchten 
an insgesamt 50 Fällen, ob ihre Positivität im TMA im konventionellen Grossflächenschnitt zu 
bestätigen war. Die Tabelle 20 gibt einen Überblick über die zur Validierung verwendeten 50 
Fälle.  
Tabelle 20: Zusammensetzung der zur Validierung verwendeten Fälle 
Diagnose n 
  
AML, M0 2 
AML, M2 6 
AML, M3 1 
AML, M4 12 
AML, M5 2 
AML, nicht kategorisiert 2 
B-ALL 8 
T-ALL 5 
ALL, nicht kategorisiert 4 
  
Summe 50 
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3.6. Vergleich der Ergebnisse 
Die Abbildung 11 zeigt, wieviel Prozent der Fälle jeweils im TMA und in den 
Grossflächenschnitten für die von uns gewählten Marker positiv waren, um die Prozentzahlen, 
bzw. die Fallzahlen im direkten Vergleich den Zahlen der Grossflächenschnitte gegenüberstellen 
zu können. Insgesamt waren 50 Tumoren auszuwerten, die sowohl im TMA als auch im 
Grossflächenschnitt jeweils mit 7 Markern angefärbt wurden, insgesamt also 350 Auswertungen. 
Im TMA sowie im Grossflächenschnitt waren 92 Fälle positiv, d.h. 26,3%. Die Konkordanz 
beläuft sich in allen Fällen auf 100%. In einem Fall bei dem Marker TdT war im 
Grossflächenschnitt eine unregelmässige und recht schwache Färbung festzustellen, der jedoch 
an einigen Stellen des Grossflächenschnitts und in allen drei Stanzen am TMA eindeutig als 
positiv zu werten war. 
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Abb. 11: Vergleich der Markerexpression von Grossflächenschnitt und TMA 
 Abkürzungen: GFS = Grossflächenschnitt, TMA = Tissue Microarray 
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3.7. Bildtafeln 
 
Abb. 12: Vergleich CD34-Expression am TMA und Grossflächenschnitt 
 
 
  
A B 
 
  
C D 
 
 
Legende: Abb.12  A: CD34 IHC an Knochenmarkbiopsie (2,5x) 
B: CD34 IHC am TMA in Übersicht (2,5x) 
C: CD34 IHC am TMA (10x)  
D: CD34 IHC am TMA (40x) 
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Abb. 13: Vergleich TdT-Expression am TMA und Grossflächenschnitt 
 
 
   
 
A       B 
 
   
 
C D 
 
 
 
 
Legende: Abb.13 A: TdT IHC an Knochenmarkbiopsie (2,5x) 
  B: TdT IHC am TMA in Übersicht (2,5x) 
 C: TdT IHC am TMA  (10x) 
 D: TdT IHC am TMA (40x) 
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Abb. 14: Vergleich CD10-Expression am TMA und Grossflächenschnitt 
    
 A             B      
   
C D 
 
Legende: A: CD10 IHC am TMA (2,5x) 
B: CD10 IHC am TMA (10x) 
C: CD10 IHC am TMA (40x) 
 D: CD10 IHC an Knochenmarkbiopsie (40x) 
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Abb. 15: Vergleich CD20-Expression am TMA und Grossflächenschnitt 
    
A B       
  
   
C D 
 
Legende: Abb.15  A: CD20 IHC am TMA (2,5x) 
B: CD20 IHC am TMA (10x) 
 C: CD20 IHC am TMA (40x) 
 D: CD20 IHC an Knochenmarkbiopsie (40x) 
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Abb. 16: Vergleich CD3-Expression am TMA und Grossflächenschnitt 
 
     
A  B 
   
C D 
 
Legende: Abb.16 A: CD3 IHC am TMA (2,5x) 
B: CD3 IHC am TMA (10x) 
C: CD3 IHC am TMA (40x)  
D: CD3 IHC an Knochenmarkbiopsie (40x) 
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Abb. 17: Vergleich CD68-Expression am TMA und Grossflächenschnitt 
 
  
A B 
 
 
   
C D 
 
Legende: Abb. 17 A: CD68 IHC an Knochenmarkbiopsie (2,5x) 
B: CD68 IHC am TMA (2,5x) 
C: CD68 IHC am TMA (10x) 
D: CD68 IHC am TMA (40x) 
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Abb.18: Vergleich CD117-Expression am TMA und Grossflächenschnitt 
 
   
A      B   
 
 
   
C D 
 
Legende: Abb.18 A: CD 117 IHC am TMA (2,5x) 
B: CD 117 IHC am TMA (10x) 
C: CD 117 IHC am TMA (40x) 
D: CD 117 IHC an Knochenmarkbiopsie (40x)  
 
66 
S. Schönberg: Herstellung und Validierung von Tissue Microarrays von Knochenmarkbiopsien 
 
 
4. Diskussion  
 
Die Klassifizierung von hämatolymphatischen Neoplasien hat sich in der Vergangenheit von rein 
morphologischen Klassifikationsschemata (FAB-Klassifikation) hin zu Einteilungen gewandelt, 
die immunhistochemische, zytogenetische und molekulargenetische Aspekte einbeziehen 
(REAL-Klassifikation, WHO-Klassifikation) 66. 
Die Diagnosestellung akuter Leukämien wird durch verschiedene gleichzeitig angewendete 
Methoden (IHC, Flowzytometrie, Zytogenetik, Molekulargenetik) erlangt. Die dadurch 
gewonnenen Informationen erlauben es, das individuelle Risiko eines jeden Patienten besser 
abzuschätzen und so an die einzelnen Fälle angepasste Therapieschemata zu entwickeln 
(sogenannte „Risiko-adaptierte Therapie) 126. Die Immunphänotypisierung von Blasten besitzt 
zur Erfüllung dieser Aufgabe eine Schlüsselfunktion 121, 127. Sie gestattet eine frühe Bestätigung 
der Diagnose AL und wird als zuverlässige Methode gewertet, um die Linienzugehörigkeit einer 
AL  festzulegen 118. Eine angemessene und umfassende Auswahl monoklonaler Antikörper 
erlaubt auch die Aufdeckung aberranter immunphänotypischer Profile, die von prognostischem 
Wert sein können und das Erkennen einer minimal residual disease 126. Die Entwicklung neuer 
Antikörper und neue Einsichten über die funktionellen Eigenschaften der Oberflächenantigene 
tragen ständig zu neuen Informationen und Änderungen auf diesem Feld bei. Daraus folgt auch, 
dass einige in der Vergangenheit gestellte Diagnosen revidiert werden müssen 126. Die 
Immunphänotypisierung beinhaltet je nach Verarbeitung der Proben die Immunfluoreszenz, die 
Flowzytometrie und die von uns zur Auswertung verwendete Immunhistochemie.  
Die von Kononen et al entwickelte Tissue Microarray Technik erlaubt die parallele Analyse mit 
verschiedenen Methoden (Lichtmikroskopie, IHC oder in situ Hybridisation) an bis zu tausend 
Gewebeproben auf einem einzigen Objektträger 128. Es können grosse Fallserien auf einem 
Objektträger unter den gleichen Bedingungen mit einem bestimmten Marker getestet werden. Die 
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zur Analyse zur Verfügung stehende Tumormenge wird dadurch stark verkleinert. Somit stellt 
sich wegen der geringen Grösse der einzelnen Gewebsstanzen (0,6 mm Durchmesser) die Frage, 
ob diese kleinen Proben repräsentativ für den gesamten Tumor sind 111. Validierungsstudien 
haben eine exzellente Konkordanz zwischen der TMA Methode und Grossflächenschnitten 
gezeigt 129-131. Für homogen exprimierte Marker (z.B. CD30 und LMP-1 beim EBV-induzierten 
cHL), d.h. 100% der Tumorzellen exprimieren denselben Marker, konnte gezeigt werden, dass 
eine hundertprozentige Konkordanz im Vergleich der Proben auf dem TMA und der 
entsprechenden Fälle auf dem Grossflächenschnitt vorliegt 132. Für heterogen exprimierte Marker, 
d.h. Marker, die nicht von 100% der Zellen exprimiert werden, wie die B-Zell-Marker CD20, 
CD79a und CD138 ergab sich, dass bei zwei Stanzen pro Fall (0,46 mm2) eine 90%ige 
Übereinstimmung mit den selben Fällen auf dem Grossflächenschnitt. Dreifaches Stanzen dieser 
Proben führt zu keiner signifikanten Veränderung der Resultate, welche den in der Literatur 
beschriebenen Befunde entsprechen 133. Diese Validierungsanalyse an Knochenmark war die 
wichtigste Aufgabe unserer Studie. Dazu wurden von uns die mit 15 unterschiedlichen IHC-
Markern behandelten Proben durch Lichtmikroskopie beurteilt. Die Tissue Microarray Technik 
wurde von uns erstmals an Knochenmark durchgeführt und die Anwendbarkeit sollte durch diese 
Arbeit validiert werden. Ebenfalls zu testen war die Eignung des gewöhnlichen Stanzgeräts für 
die harte Knochenmasse, da nicht klar war, ob der Knochen aufgrund seiner Struktur beim 
Stanzen Widerstand leisten würde oder aber die feinen Stanznadeln sogar beschädigen würden. 
Diese Bedenken erwiesen sich als unbegründet. 
Bei der morphologischen Analyse am H&E-gefärbten TMA ergab sich ein Probenausfall von 
4%, was ein sehr gutes Ergebnis darstellt. Tzankov et al stellten in ihrer Arbeit bei der Analyse 
einen Ausfall von 12% fest 134.  
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Wie bereits im Kapitel „Material und Methoden“ beschrieben, beinhaltet die Technik der 
Herstellung eines Tissue Microarrays einige Besonderheiten, welche vorhersehbar zu 
Schwierigkeiten im Bezug auf spätere Repräsentativität der einzelnen Stanze und Auswertbarkeit 
des ausgestanzten Gewebes führen können. 
Dies sind, in der Reihenfolge ihres Entstehens betrachtet, zunächst die Übereinstimmung von 
Schnitt und Tumorblock sowie Wiedererkennung und genaues Treffen des auf dem Objektträger 
markierten Tumorareals im Block. In unserem Fall trifft dies aber eher selten zu, da meist der 
Tumorblock, also die Knochenmarkstanze ausgefüllt ist von Tumorgewebe. Da die Schnitte oft 
grösser und durch geringes Verziehen ein wenig anders geformt sind als die Schnittfläche auf 
dem korrespondierenden Gewebeblock, welcher ausserdem durch nachfolgende Untersuchungen 
und weiteres Schneiden noch weiter verändert sein kann, ist es gerade bei nur sehr kleinen 
markierten Tumorarealen oft schwierig, die entsprechenden Bereiche des Tumors richtig zu 
identifizieren und zu treffen. Das Ausstanzen eines repräsentativen Stückes wurde in einigen 
Fällen dadurch erschwert, dass von Beginn an nur wenig Material zur Verfügung stand. 
Ein weiterer kritischer Parameter ist das Stanzen selber, welches auch nach vorheriger 
Einarbeitung und Üben der Methode manchmal nicht gänzlich erfolgreich gelingt. Manche 
Gewebezylinder, welche in den Empfängerblock eingebracht werden sollen, geraten zu kurz oder 
enthalten bei nur dünnem Gewebe zu wenig Tumor, wodurch ein Teil des Kanals im 
Empfängerblock leer bleibt und auf tieferen oder oberflächlicheren Schnitten des Arrays, je nach 
Tiefe der Versenkung des Zylinders im Kanal, sich eine Stanze ohne Gewebe ergibt. Andere 
Gewebezylinder hingegen werden zu lang, ragen nach Einbringen in den Empfängerblock über 
die Oberfläche des Blockes hinaus, und ein Teil des Tumorgewebes ist verloren, wenn später mit 
einem Tuch über den Block gewischt wird. Als letztes seien hier noch die Gewebezylinder 
erwähnt, die verloren gehen, weil sie im Spenderblock oder im Gerät hängen bleiben und beim 
69 
S. Schönberg: Herstellung und Validierung von Tissue Microarrays von Knochenmarkbiopsien 
 
 
Einfügen abbrechen. Gerade bei einem Fall mit nur wenig Material kann dies einen Verlust 
wertvoller Information bedeuten. 
Zusätzlich zu diesen rein technischen Problemen kommen die gewebespezifischen Faktoren 
hinzu. Sie begründen sich zu einem Teil in der Heterogenität des Tumorgewebes im 
Knochenmark, in knöchernen, nekrotischen oder bindegewebig umgebauten Bereichen.  
Zusätzlich ist es möglich, dass in jenem Areal, in dem gestanzt wurde, kein „packed marrow“ 
vorhanden ist, d.h. dichte, diffuse Infiltration des Knochenmarks, sondern eher ein an Blasten 
armer Ausschnitt getroffen wurde.  
Nachdem wir im Vergleich mit anderen Studien ähnliche Ergebnisse bezüglich der Anzahl nicht 
auswertbarer Analysen erhielten, können wir sagen, dass die an einigen Stellen im TMA nicht 
vorhandene Stanzen wahrscheinlich nicht durch mangelnde Eignung des Stanzgeräts für das 
Knochenmark verursacht wurde. Tzankov et al fanden in ihrer Arbeit über die TMA-Technik an 
klassischen Hodgkin Lymphomen eine Rate von 12% nicht auswertbare Stanzen, die sie v.a. auf 
technische Probleme, wie z.B. nicht vorhandenes Gewebe bzw. Tumorzellen in den Stanzen 
zurückführten 133. In einer Studie von Torhorst et al an Mammakarzinomen beläuft sich der Wert 
auf 15% 135. In unserer Arbeit beträgt Anteil an nicht auswertbaren Stanzen 13%, womit der Wert 
im Bereich der Literaturangaben liegt und anzunehmen ist, dass die nicht auswertbaren Stanzen 
aus ähnlichen Gründen entstanden sind.  
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Abb. 19 A, B: Technische Probleme der TMA-Technik 
 
 A: Bologna Array, CD99-IHC (10x), 
 Knochengewebe mitgestanzt, der Anteil an auswertbarem Material ist verringert 
 
 
 
 B: Bologna Array, CD10-IHC (2,5x) 
 
a: Stanze mit bindegewebigen oder nekrotischen Areale verringert den evaluierbaren 
 Bereich 
b: Stanzen mit "Restgewebe". Es bleibt nur ein kleiner Gewebebereich zur 
 Auswertung 
c: Knochentrabekel mitgestanzt, der Anteil des validierbaren Tumorgewebes 
 reduziert sich 
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Um die Grossflächenschnitte direkt mit dem TMA zu vergleichen, wurden die 
Grossflächenschnitte jener Fälle, die im Basler TMA als positiv gewertet wurden, mit 7 der 15 
am TMA verwendeten IHC-Markern behandelt. Wir verglichen die Anzahl der positiven Fälle 
mit der im TMA, wobei eine Konkordanz von 100% festzustellen war. In einigen Fällen war 
zwar im Grossflächenschnitt eine viel schwächere IHC-Färbung zu sehen, während die Färbung 
im TMA recht stark war. Dies könnte, da die TMAs und die Grossflächenschnitte mit derselben 
Methode behandelt wurden, darauf zurückzuführen sein, dass bei der immunhistochemischen 
Behandlung des Grossflächenschnittes sich die Materialien auf einer größeren Fläche verteilen 
müssen. Bei den kleinen Gewebsstanzen erscheint der Marker so häufig intensiver und ist klarer 
erkennbar. Die exzellenten Ergebnisse erlauben die Feststellung, dass die von uns erstmals am 
Knochenmark von Leukämie-Patienten angewendete Tissue Microarray Technik eine 
zuverlässige und repräsentative Methode auch in der Anwendung am Knochenmark ist. Auch 
andere Studien belegen hohe Konkordanzraten zwischen TMA und Grossflächenschnitt: Tzankov 
et al erhielten in einer Untersuchung an klassischen Hodgkin Lymphomen eine Korrespondenz 
von 94%, Garcia et al in ihrer Arbeit über Hodgkin Lymphome einen Wert von 82,5% 133, 136. 
Milanes-Yearsley et al fanden in ihrer Arbeit über Prostata-, Hirn- und Hals/Kopftumoren, in der 
sie die p53-Expression verschiedener Tumore am TMA und am Grossflächenschnitt verglichen, 
eine Übereinstimmung zwischen 84-100% 114. Eine TMA-Studie von Hoos et al an Fibroblasten-
Tumoren zeigt Konkordanz-Werte zwischen 96-98% 129. Hedvat et al fanden in einer Arbeit an 
Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphomen Konkordanz-Werte zwischen 86-100%131. Bubendorf 
et al untersuchten ebenfalls die Auswirkungen der Heterogenität des gestanzten Gewebes auf die 
Repräsentativität des TMAs, welche das größte Problem darzustellen scheint, und konnten, in 
einigen grossen neuen Studien feststellen, dass alle Befunde, die an Grossflächenschnitten 
erhoben wurden, im TMA komplett reproduziert werden konnten 109, 110.  
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Die TMA-Technik ist heute als ein zuverlässiges und schnelles Verfahren zur Untersuchung 
grosser Fallkohorten anerkannt. Das Gewebe wird geschont, die Interpretation vereinfacht und 
signifikante Zeit- und Geldeinsparungen können verzeichnet werden 109, 110, 112-116, 128, 131, 134, 135, 
137. 
In Zukunft wird der TMA eine breitere Anwendung finden. Es wird Wissenschaftlern 
ermöglichen, Gewebe aus verschiedenen Quellen in eine zusammenfassende Studie 
einzubringen. Beispielsweise werden Daten bezüglich eines neuen Markers, die eine klinische 
Relevanz zu haben scheinen, aussagekräftiger, wenn diese an mehreren und damit an einer 
grossen Fallzahl statt durch einen einzigen TMA erhoben werden. Um die Herstellung zu 
vereinfachen, noch präziser zu gestalten und in kürzerer Zeit und grösserer Menge verfügbar zu 
machen, wird daran gearbeitet, die Herstellung und die Analyse von TMAs zu automatisieren. 
Eines der Vorteile der TMAs für die automatische Bildanalyse ist die exakte X-Y-Positionierung 
jeder Gewebsprobe. Die präzise Anordnung der Stanzen vereinfacht nicht nur die Interpretation, 
sondern ist auch eine ideale Grundlage zur Automatisierung der Analyse 109. Die Erfassung von 
Daten wird erheblich beschleunigt, wie folgendes Beispiel zeigt. Wenn in einem Labor durch 
automatisierte Herstellung 40 TMAs entstehen und jeder davon besteht aus 500 Tumoren, 
können mehr als 400000 immunhistochemische Analysen in einem Monat gemacht werden 110. 
Mit Hilfe von TMAs werden in Zukunft Studien erheblich verbessert, deren Zielsetzung ist, eine 
Verbindung zwischen neuen molekularen Entdeckungen mit spezifischen pathologischen, 
demographischen, klinischen und follow-up Daten über Krebs und Krebspatienten herzustellen 
109, 111. Die TMA Technik wird voraussichtlich auf verschiedenen Gebieten im Bereich von 
Forschungen an unterschiedlichen Geweben und so auch auf dem Gebiet der Leukämien eine 
breite Anwendung finden. Die signifikante Beschleunigung des Vorgangs wird dazu beitragen, 
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dass aus den Ergebnissen solcher Studien schneller Konsequenzen gezogen werden können und 
somit eine raschere Umsetzung im klinischen Alltag stattfinden kann 110.  
Die TMA Technik wird bei der statistischen Analyse an grossen Tumorzahlen hilfreich sein, um 
die Expression neuer prognostisch relevanter Gewebemarker zu überprüfen und somit neue 
klinisch-pathologische Entitäten zu definieren. Besonders auf dem Gebiet der Molekularbiologie 
hämatolymphoider Neoplasmen, darunter auch die akuten Leukämien, ist das Wissen in der 
Vergangenheit stark angewachsen und die TMA Technik wird in Zukunft dazu beitragen, dieses 
Wissen weiter zu vergrössern 131. 
Die Behandlung der akuten Leukämien erfordert die Einteilung der Patienten in spezifische 
Risikogruppen. Ross et al zeigten an akuten lymphoblastischen Leukämien, dass die 
Identifikation des Expressionsprofils der leukämischen Blasten sich akkurat in verschiedene  
Subtypen unterteilen lässt, die sich in ihrer Prognose unterscheiden 138. Sie demonstrierten, dass 
das Erstellen eines Expressionsprofils die bereits bekannten Subtypen der ALL, darunter die T-
ALL, E2A-PBX1, TEL-AML1, MLL Rearrangements, BCR-ABL, und hyperdiploide 
Karyotypen mit mehr als 50 Chromosomen akkurat identifizieren kann. Oligonukleotid Arrays 
(DNA-Arrays) erlauben die Überprüfung der Mehrheit der identifizierten Gene des 
Humangenoms an Gewebeproben. Der DNA-Array Technik wird ein hoher Stellenwert für die 
Klassifizierung anhand von Genen und eine diagnostische Genauigkeit von 97% 
zugesprochen139. Sie soll in Zukunft in ihrer praktischen klinischen Anwendung bezüglich 
Genauigkeit, Praktikabilität und Kosteneffektivität getestet werden. Die auf diesem Wege neu 
identifizierten Gene sollen in nächster Zeit mehr Einsicht über die veränderte Biologie der Zellen 
liefern, die dem abnormalen Wachstum der leukämischen Blasten zugrunde liegt. Trotz der neuen 
Erkenntnisse wird es nötig sein, von den einzelnen Leukämie-Untergruppen noch detaillierte 
Analysen anzufertigen, um die Einsichten maximal zu vergrössern, die durch die neue Technik 
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erworben werden können. Zu beachten ist auch, dass die wichtigsten Einsichten nicht nur durch 
die klassenspezifischen Gene erhalten werden, sondern auch durch die Analyse von Genen, die 
Schlüsselfunktionen in Regulationsmechanismen der Zelle einnehmen. Es wird auch Gegenstand 
weiterer Forschung sein, die Genexpression von Leukämiezellen mit der normaler Zellen, von 
denen sie abzustammen scheinen, zu vergleichen. Es wird die Aufgabe der Zukunft sein, eine 
standardisierte und reproduzierbare Einteilung festzulegen, die eine exakte Diagnose der 
prognostisch wichtigen Subtypen der AL erlauben 138. 
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5. Zusammenfassung 
Die Herstellung von Tissue Microarrays zur Untersuchung der Expression von Genen und deren 
Proteinprodukten an grossen Fallkollektiven von Tumorpatienten ist ein heute anerkanntes und 
etabliertes Verfahren. Die Tauglichkeit des TMA-Verfahrens für die Verwendung an 
Knochenmark ist jedoch bisher in der Literatur noch nicht beschrieben.   
Das Ziel der Arbeit war die Erstellung der TMAs von Knochenmarkbiopsien von AL-Patienten, 
die Auswertung der dabei aufgetretenen technischen Schwierigkeiten und die 
immunhistochemische Analyse von 15 Markern auf den TMAs. Die Technik wurde direkt 
validiert durch den Vergleich mit den entsprechenden Grossflächenschnitten und indirekt durch 
den Vergleich mit der internationalen Literatur.  
In unsere Arbeit wurden 148 Fälle von akuten Leukämien einbezogen, die sich wie folgt 
aufteilen: 115 AML (Subtypen der FAB-Klassifikation: 10 M0, 12 M1, 30 M2, 5 M3, 29 M4, 15 
M5, 1 M6, 2 M7 und 11 unklassifizierbar) und 33 ALL (23 B- und 5 T-ALL, 5 unklassifizierbar). 
Es wurden 3 TMAs hergestellt, wobei die Fälle eines TMAs zweifach gestanzt wurden, die 
anderen beiden jeweils dreifach. Nach der Erstellung der TMAs wurde zunächst eine 
morphologische Analyse der H&E-gefärbten Schnitte durchgeführt. Danach wurde die 
Expression folgender Marker immunhistochemisch bestimmt:  
CD3, CD10, CD15, CD20, CD34, CD61, CD68, CD79a , CD99, CD117, CD138, MPO, HbA1, 
Glycophorin und TdT. 
Die Resultate lassen sich wie folgt zusammenfassen:  
 
• Die TMA-Technik ist ein geeignetes Mittel zur morphologischen Untersuchung von 
Knochenmarkbiopsien:  
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Bei der morphologischen Analyse der H&E-gefärbten TMAs konnten 6 (4%) von 148 Fällen 
(insgesamt 384 Stanzen) nicht gewertet werden, d.h. keine der zwei bzw. drei Stanzen pro 
Fall waren auswertbar: 14 der 384 Stanzen (4%) aufgrund fehlender Tumorzellen und 28 
Stanzen aufgrund fehlenden Gewebes (7%). Die Zahl der Probenausfälle ist vergleichbar mit 
Angaben der Literatur über Tissue Microarrays an unterschiedlichen Geweben (siehe Tabelle 
22). 
• Durch die immunhistochemische Analyse 15 verschiedener Marker an den drei TMAs kam 
eine Anzahl von 2220 Analysen (bestehend aus 2 bzw. 3 Stanzen) und somit 5760 
Einzelanalysen zustande, von denen 723 (13%) nicht gewertet werden konnten, 437 (8%) 
davon aufgrund fehlender Tumorzellen (Blasten) und 286 (5%) aufgrund fehlenden Gewebes 
(s.Tab. 22). 
• Für den Vergleich der TMAs mit den entsprechenden Großflächenschnitten wurden 7 der 15 
verwendeten Marker herangezogen (CD3, CD10, CD20, CD34, CD68, CD117 und TdT). Es 
ergab sich eine 100%ige Konkordanz, womit die Angaben der Literatur (zwischen 82-100%) 
erreicht wurden.  
• Die von uns immunhistochemisch ermittelte Expression der verschiedenen Marker lag nach 
Durchführung einer indirekten Validierung im Bereich der Angaben in der Literatur.  
• Die Ergebnisse der immunhistochemischen Auswertung an den maximal 0,6mm2 grossen 
Gewebeflächen entsprechen überraschenderweise zu 100% denen der Grossflächenschnitten.  
• Wir konnten somit durch diese Arbeit zeigen, dass der Einsatz der TMA-Technik an 
Knochenmarkbiopsien ein zuverlässiges und effektives Verfahren darstellt. In Zukunft 
können grosse Fallserien umfassende Studien besonders durch Anwendung der Tissue 
Microarray-Technik in Kombination mit der DNA-Array Technik zeit- und kostengünstig 
durchgeführt werden. Trotz der mit der Anwendung der Array-Technik verbundenen geringen 
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Materialverluste können diese Studien einen umfassenderen und verbesserten 
Informationsgehalt - insbesondere was die statistische Aussagekraft betrifft - aufweisen. 
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6. Summary 
Today, the construction of tissue microarrays in order to investigate the expression of proteins 
and genes on large case series is an approved and accepted method. The applicability of the tissue 
microarray technique for analysis of bone marrow biopsies has not been tested before and up to 
now not been mentioned in literature. The aim of our work was the construction of bone marrow 
TMAs, the analysis of arising technical difficulties and the immunohistochemical analysis of 15 
markers used on the TMAs. The technique has been validated in a direct manner by the 
comparison with the corresponding full tissue sections and indirectly by the comparison with data 
from international literature. 
In our study we include 148 cases of acute leukemia, which comprise 115 AML (according to the 
FAB classification: 10 M0, 12 M1, 30 M2, 5 M3, 29 M4, 15 M5, 1 M6, 2 M7 und 11 not 
classified) and 33 ALL (23 B- and 5 T-ALL, 5 not classified). Some cases were punched twice, 
the others three times each. After the construction of the tissue microarrays we performed a 
morphological analysis of the H&E-stained section and an immunohistochemical analysis of the 
expression of the following markers: CD3, CD10, CD15, CD20, CD34, CD61, CD68, CD79a , 
CD99, CD117, CD138, MPO, HbA1, Glycophorin and TdT. 
The results can be summarized as follows: 
• The TMA technique is an adequate method for the evaluation of bone marrow biopsies. In 
morphological analysis of the H&E-stained TMAs 6 (4%) of the 148 cases (384 punches 
overall) were not evaluable. 14 of the 384 punches (4%) because of missing tumor cells 
and 28 (7%) because of missing tissue (table 23). 
• The number of sample losses is comparable to data of studies about TMAs on different 
tissues. 
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• By the immunohistochemical analysis of 15 markers on the three TMAs we obtained a 
number of 2220 analyses (each consisting of 2 resp. 3 punches) and 5760 single analyses, 
of which 723 (13%) were not evaluable, 437 (8%) of these because of missing tumor cells 
and 286 (5%) because of missing tissue (table 23). 
• For the direct comparison of TMA cases with conventional sections we chose 7 of the 15 
markers (CD3, CD10, CD20, CD34, CD68, CD117 und TdT. It revealed a concordance 
of 100%, which correlates well data in international literature, where a concordance 
between 82,5 - 100% was reached on different tissues. 
• The results of the immunohistochemical analysis on maximum 0,6mm2 sized cores 
correspond surprisingly in 100% to those of the full section.  
• In our study we were able to show that the utilisation of the TMA technique on bone 
marrow biopsies of acute leukemias is a reliable and effective method. Future large case 
cohort studies could be performed especially while using a combination of the TMA 
technique with DNA arrays with substantial time and cost savings. Dispite minor material 
losses due to the application of the TMA technique these studies can result in a broader 
and improved information content. 
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7. Abkürzungsverzeichnis 
 
ABC Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex 
AEC 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol 
ALL Akute lymphoblastische Leukämie 
AML Akute myeloische Leukämie 
AMML Eo Akute Myelomonozyten Leukämie mit 
Eosinophilenkomponente 
APL Akute Promyelozyten Leukämie 
ATRA all-trans retinoic acid 
CD cluster of differentiation 
CML Chronisch myeloische Leukämie 
DAB 3,3`Diaminobenzol-tetrahydrochlorid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
EBV Epstein-Barr Virus 
FISH Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung 
GM-CSF-R Granulozten-Makrophagen-Koloniestimulierender-Faktor-
Rezeptor
H&E Hämatoxilin&Eosin 
HTLV human T-cell leukemia virus Type 1 
Ig Immunglobulin 
mAb Monoklonaler Antikörper 
MDS Myelodysplastisches Syndrom 
PBS Phosphate buffered saline 
PMN Polymorphkernige Neutrophile 
RBZ Rote Blutzellen 
RNA Ribonukleinsäure 
SCN Severe congenital neutropenia 
TdT Terminale deoxynukleotidyl Transferase 
TMA Tissue Microarray 
WBZ  Weisse Blutzellen 
WHO World health organisation 
ZNS Zentrales Nervensystem 
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